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Editorial

Las oportunidades en investigacion cientifica segun el PEI de la Facultad
de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo

Con la participacion de docentes, estudiantes, administrativos, egresados y grupos de interés, el
Decano de la Facultad de Ciencias Biologicas, Dr. Hermes Escalante, dirigio la estructuracion del Plan
Estratégico Institucional (PEI 2013-2017), considerando que es un imprescindible documento para lograr
el aseguramiento de la calidad en la formacion profesional. Sometido al Consejo de Facultad primero y
luego al Consejo Universitario, el PEI fue aprobado con sendas Resoluciones (040-Fac-CCBB, 0414-
2013/UNT).

Al analizar el FODA con relacion a los estandares de calidad propuestos por el CONEAU, nos
encontramos con que se cuentan con las siguientes oportunidades (Ambiente Externo) respecto del factor
investigacion cientifica: (i) existen recursos con fondos del canon minero para apoyar exclusivamente a la
investigacion en la Universidad, (ii) existen fondos de CONCYTEC-FIDECOM e internacionales para
apoyar las investigaciones, (iii) existen posibilidades para obtener fondos del Estado a través del SNIP
para financiar infraestructura y equipamiento para actividades de investigacion, (iv) la creacion de la
Gerencia de Investigacion, PS y EU, (v) la creacion de la Gerencia de Relaciones Internacionales, (vi)
desarrollo en la region del sector agroindustrial, pesquero y minero, (vii) el CONCYTEC y la ANR
promueven la indizacion de las revistas cientificas, (viii) el CONCYTEC y la ANR promueven concursos
que estimulan las investigaciones, (ix) la Facultad cuenta con convenios para desarrollar investigacion, (x)
existencia de revistas indizadas a nivel local, regional y nacional, (xi) posibilidad de realizar estudios de
Postdoctorado a nivel internacional y (xii) el Estatuto de la UNT contempla el goce del afio sabatico para
investigacion.

Luego de un afio, se puede afirmar que las oportunidades se estan aprovechando, de alguna
manera; por ejemplo, en dos convocatorias de concurso de proyectos apoyados con fondos de Canon
Minero (2012 y 2013) promovidos por la GICPSEU, cinco de nueve proyectos de la primera convocatoria
han sido ganados y estan siendo dirigidos por los colegas de la Facultad: Roger Alva Calderon, Andrés
Rodriguez Castillo, Zulita Prieto Lara, Luis Pollack Velasquez y Fatima de la Cruz Zavala, y cuatro de 13
de la segunda convocatoria: César Jara Campos, Franklin Vargas Vasquez, Heber Robles Castillo y Eloy
Lopez Medina. Asimismo, los colegas Hermes Escalante Afiorga y Juan Wilson Krugg lograron que sus
proyectos sean apoyados econdmicamente por CONCYTEC a través de FINCYT y FIDECOM. Al mismo
tiempo, nuestra Revista cientifica REBIOL ha logrado su inscripcion internacional (ISSN: 2313-3171 —En
Linea-) y estamos tramitando el proceso para inscribir nuestra revista REBIOLEST, como pasos previos a
su indizacion.

Esperamos seguir aprovechando las otras oportunidades que nos permitira, finalmente tener un estatus de
calidad.

El Editor

Foto de la portada: Charadrius semipalmatus (Bonaparte, 1825) "Chorlo semipalmado”. Familia
Charadriidae, Orden Charadriiformes. Su estado de conservacion es de Preocupacién Menor (LC). Es
una especie migrante boreal. Ave limicola, ampliamente distribuida. Foto tomada en el Humedal de Cerro
Negro, Puerto Morin, Vir(. Foto gentilmente proporcionada por el Dr. Luis Pollack Velasquez.
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Articulo Original

Determinacion de aflatoxinas en productos derivados

de cereales de consumo humano en Mercados de
Trujillo (Peru)

Determination of aflatoxins in cereal products for human consumption in
markets from Trujillo (Peru)

Nancy Mejia Acufial, Pedro Alvarado Salinas? y Nelly Vasquez Valles?

ITesista, Escuela AP de Microbiologia y Parasitologia. Universidad Nacional de Trujillo (UNT). Trujillo. Perti.
2Departamento de Microbiologia y Parasitologia. UNT

RESUMEN

Se determino la presencia de aflatoxinas en productos derivados de cereales de consumo humano que se expenden
en los mercados de la ciudad de Trujillo (Pert), mediante un test de ELISA competitivo con un detector
espectrofotométrico a una longitud de onda de 450 nm. Se analizaron 47 muestras elegidas al azar de derivados de
cereales correspondientes a harina de maiz, trigo y avena adquiridos en los mercados de la Hermelinda, Central,
Zonal Palermo y Union de la ciudad de Trujillo. Las las aflatoxinas fueron extraidas con alcohol metilico. Se
determind la presencia de aflatoxinas so6lo en dos muestras de harina de maiz (12.5%), con niveles de 1.0 ug/kg y
1.2 ug/kg (el valor maximo aceptado en la mayoria de paises de 20 ppb).

Palabras clave: aflatoxina, maiz, trigo, avena, ELISA

ABSTRACT

Aflatoxins in cereal products for human consumption that are sold in the markets of the city of Trujillo, using a
competitive ELISA test with a spectrophotometric detector at a wavelength of 450 nm was determined. 47 samples
of corn flour, wheat and oats were tested, from which aflatoxin extracted with methyl alcohol. Samples from three
different raw materials (wheat flour, corn and oats) used as food for human consumption that are sold in markets
Hermelinda, Central, Zonal and Palermo Union Trujillo was performed. Aflatoxins in only two samples of maize
flour (12.5%), with levels of 1.0 ug / kg and 1.2 ug / kg was determined to be the maximum value accepted in most
countries of 20 ppb.

Keywords: aflatoxin, corn, wheat, oats, ELISA Test



INTRODUCCION

De las cuatro aflatoxinas principales (B1, B2, G1 y G2), la que se observa habitualmente en mayores
concentraciones en alimentos para animales asi como en maiz, algodoén y mani es la B; ocasionalmente, A.
flavus y A. parasiticus pueden colonizar pequefios granos de cereales como cebada, avena y trigo y, de
este modo, producir niveles de aflatoxinas de bajos a moderados!-24.5.6,

Las aflatoxinas se han asociado a varias enfermedades como la aflatoxicosis tanto en animales
domésticos como en seres humanos y han recibido mas atencion que cualquier otra micotoxicosis debido
a su potente efecto carcindgeno®7.89.10.1L12 Pyeden encontrarse como contaminantes naturales en los
cereales (esencialmente en el maiz, trigo, arroz y sorgo) y subproductos de cereales, harinas de
oleaginosas (algodon, cacahuete, colza, coco, girasol y otros), frutos secos y productos de salchicheria,
especias, leguminosas, vinos, frutas, leche y derivados!3:8:13,14.15,16,17.18

La Food and Agricultura Organisation (FAO) estima que mas de un 25% de alimentos en el mundo esta
contaminado con cierto numero de micotoxinas y la presencia de aflatoxinas en los cereales esta asociada,
tanto a las condiciones de almacenamiento inadecuadas, como a la contaminacioén del producto en el
campo, antes y después de la cosecha®819.2021,

En la costa peruana es frecuente el uso de cereales en la alimentacion: diariamente se utiliza la harina de
maiz y de trigo en la preparacion de pan y pasteles y la avena en forma directa; por ello, es importante
contar con la correspondiente legislacién y programas de control de contaminantes naturales de los
alimentos como factores de riesgo para enfermedades como el cancer de higado. La Union Europea, por
ejemplo, cuenta con dicha legislacion (Official Journal of the European Union, 2003) que estalece que los
niveles maximos admisibles estan entre 2 a 8 pg/kg para AFB1 y de 4 a 15 pg/kg para la sumatoria de las
cuatro aflatoxinas (AFB1+AFB2+AFG1+AFG2), dependiendo de los diferentes alimentos (mani, frutos
de cascara, frutos secos y productos derivados de su transformacion, cereales y productos derivados de su
transformacion) y en el caso de alimentos infantiles y alimentos elaborados a base de cereales para
lactantes y nifios de corta edad y alimentos dietéticos destinados a usos médicos especiales dirigidos
especificamente a los lactantes, la concentracion maxima permitida de AFB1 es de 0,10 pg/kg?223.24.25,

Conocidas desde 1960, las aflatoxinas han sido detectadas en varios paises con porcentajes variables®22.
En el Pert, se determind la presencia de aflatoxinas en el 32% de varias especies de cereales! siendo éste
uno de los pocos antecedentes sobre el particular. Ello condujo a la ejecucion de la presente investigacion
dirigida a determinar la presencia de aflatoxinas en productos derivados de cereales de consumo humano
que se expenden en los mercados de la ciudad de Trujillo (Perti) y considerando que las aflatoxinas han
sido reportadas como los contaminantes naturales de alimentos mas peligrosos para la salud humana y
estan clasificadas como cancerigenos Clase 1 por la Agencia Internacional de Investigaciones sobre
Cancer (IARC).

MATERIAL Y METODOS

Material de Estudio

Se obtuvo, al azar, 47 muestras de 250 g cada una, de avena, harina de maiz y trigo que se expenden los
mercados de la Hermelinda, Unién, Central y Zonal Palermo de la ciudad de Trujillo (Pera), en los que no
se observaron alteracion aparente Tabla 1).
Recoleccion y procesamiento

Las muestras fueron recogidas y procesadas de acuerdo a las técnicas sugeridas en el método
RIDASCREEN®FAST Aflatoxin Total que es un inmunoensayo enzimatico competitivo para el analisis
cuantitativo de aflatoxina en cereales y alimentos para animales (raciones balanceadas). Las muestras se
colocaron en bolsas plésticas transparentes de primer uso debidamente rotuladas y posteriormente se
llevaron al Laboratorio de Microbiologia y Tecnologia de alimentos de la Facultad de Ciencias Biologicas,
de la Universidad nacional de Trujillo, para ser analizadas.
Deteccion de aflatoxinas

Método inmunoenzimatico RIDASCREEN®FAST Aflatoxin Total



Extraccion?’.28
Se pesaron 5 g de la muestra y se mezclé con 25 ml de metanol al 70%, agitandose por 3 minutos.
Luego, el extracto fue filtrado a través de un papel Whatman N°1. Luego se diluyo 1ml del filtrado con
Iml de agua destilada. Se utilizé 50 ul del filtrado diluido por micropozo en el test.

Proceso 2930

e Se llevaron todos los reactivos a temperatura ambiente (20-25¢ C) por 30 minutos antes de ser utilizados.

e Se colocaron suficientes micropozos en el marco portamicropozos para el estandar y para las muestras analizar.

e Se agregod 50 ul del estandar y de las muestras a analizar a los micropozos correspondientes.

o Se utilizé una punta de micropipeta nueva para el estandar y para cada muestra.

o Se agregd 50 ul del conjugado aflatoxina-enzima a los micropozos correspondientes.

e Luego se agrego6 50 ul del anticuerpo anti-aflatoxina a cada micropozo.

o Se mezclo el contenido de la microplaca suavemente y se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente.

e Después se vacio los micropozos y luego se golped enérgicamente (tres veces consecutivas) el marco
portamicropozos sobre un papel absorbente limpio y asegurarnos la eliminacion de retos liquidos.

e Los micropozos fueron lavados con agua destilada utilizando una botella de lavado, nuevamente se vacié los
micropozos de la forma ya indicada.

e Se repitio este paso dos veces mas.

e Posteriormente se agregd 100 ul del substrato/ cromédgeno a cada micropozo.

e Luego se mezclo el contenido suavemente y se incubd 5 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente (20-259
O).

e Después se agrego 100 ul de reactivo de parada a cada micropozo.

o Se mezclo6 suavemente y se midio6 la absorcion a 450 nm en el transcurso de los siguientes minutos

Tabla 1. Numero de muestras y pesos de avena, harinas de maiz y trigo obtenidas de los mercados de la
Hermelinda, Union, Mayorista y Central de la ciudad de Trujillo (Pera).

Mercado Muestra Peso Cantidad Total

Hermelinda  Avena 250 kg 2 8
Harina de trigo 250 kg 1
Harina de maiz 250 kg 5

Union Avena 250 kg 6 16
Harina de trigo 250 kg 6
Harina de maiz 250 kg 4

Mayorista Avena 250 kg 3 8
Harina de trigo 250 kg 3
Harina de maiz 250 kg 2

Central Avena 250 kg 5 15
Harina de trigo 250 kg 5
Harina de maiz 250 kg 5

Total 47

Los valores de absorcion que se obtuvieron del estandar y de las muestras se dividieron por el valor de
absorcion del estandar (estandar cero) y se multiplicaron por 100. De esta forma el estandar cero que es
igual a 100 % y los demas valores de absorcion se indicaron en porcentaje.



RESULTADOS

De un total de 47 muestras de avena, harina de trigo y maiz que fueron analizadas mediante la prueba de
Elisa, dos muestras de harina de maiz resultaron positivas a la presencia de aflatoxinas. Los valores
obtenidos fueron de 1,0 y 1,2 ng/kg (Tabla 2). En la misma Tabla 2 se observa que el nimero de muestras
analizadas para cada materia prima fue de 16 muestras de harina de maiz, 15 de harina de trigo y 16 de
avena, asi también la cantidad de muestras positivas que en este caso fueron 2 para harina de maiz la cual
tiene una ocurrencia de 12.5 % y su lectura de absorbancia tiene un rango de 0.935 — 0.942 y la cantidad
de aflatoxinas tiene un rango de 1.0 — 1.2 ug/Kg. El resto de muestras de avena y harina de trigo fueron
negativas a la presencia de aflatoxinas.

Tabla 2. Numero de muestras analizadas, muestras positivas y niveles de Aflatoxina presentes en harina de maiz,
trigo y avena para Consumo Humano que se Expenden en los Mercados de Trujillo (Pert1).

NO de N de Frecuencia Lectura de ppb
Materia Muestras Muestras relativa absorbancia (uglkg)*
prima analizada positivasala
s presencia de
aflatoxinas Media Rango Rango
Harina de 16 2 12.5 % 0.938 0.935-0.942 1.0-1.2
maiz
Harina de 15 0 0 1.128 1.153 -1.291 0
trigo
Avena 16 0 0 1.128 1.153 - 1.291 0
Total 47

*FAO/OMS31: 20 ug/kg nivel max.

DISCUSION

Los resultados de la tabla 1 muestran que de 47 muestras de avena, harina de maiz y trigo dos de ellas
resultaron positivas a la presencia de aflatoxinas, en la tabla 2 se observa que las muestras positivas fueron
encontradas en harina de maiz con una ocurrencia de 12.5% y una concentracion de aflatoxinas de 1.0 y
1.2 pg/kg, estos valores encontrados no superan los niveles superiores a los pardmetros europeos de 20
ug/kgl31,

Los valores de aflatoxina encontrados corresponden a lo sefialado por varios autores que citan al maiz
como la materia prima para alimento, mas susceptible de contaminacion por aflatoxinas2425.26.27.28 [ a
contaminacion por aflatoxinas en maiz es un problema de importancia internacional, sobre todo en
aquellos paises con clima tropical y subtropical donde el desarrollo por Aspergillus se ve favorecido; entre
otros factores, se ha reportado que la sequia, como condicion del medio ambiente y la fertilizacion
nitrogenada empleada en la practica agrondmica son favorables para la sintesis de aflatoxinas en el
campo?-23.25.26,

La ocurrencia de un 12.5% en muestras positivas en harina de maiz es muy similar a lo encontrado en
u ntrabajo anterior, donde se obtuvieron resultados de ocurrencia cercana al 12.8% en maiz!7; comparando
los resultados, se refleja que aun en diferentes regiones, en diferentes épocas y afios, se encuentran
porcentajes de ocurrencia similares, dejando ver que el manejo del grano contintia con deficiencias en sus
condiciones, especialmente en el almacenamiento, donde habitualmente se produce la contaminacioén con



aflatoxina B1(AFB;). Esta caracteristica resalta la necesidad de contar con politicas de inocuidad mas
efectivas para este tipo de productos y contaminantes!».

La presencia de aflatoxinas en dos muestras de maiz, ponen de manifiesto que existen algunas
deficiencias en el manejo post-cosecha de granos especialmente durante el almacenamiento. Los
resultados obtenidos, aunque son puntuales, dejan ver que se hace necesario implementar estrategias para
la vigilancia, el seguimiento y control de este tipo de contaminantes de ocurrencia natural los cuales tienen
implicaciones directas sobre la salud humana. Los resultados pueden ser variables en otras regiones,
épocas del afio y en circunstancias particulares. Se requiere continuar este tipo de muestreo con el fin de
obtener mayor cantidad de datos que permitan analizar el comportamiento de los niveles de aflatoxinas en
alimentos de consumo humano!.

En un estudio realizado en ‘El Bajio’, México, para investigar si la contaminacion del maiz
almacenado de esa region estd relacionada con la infeccion por Aspergillus desde el campo, Bucio-
Villalobos 2001 encontraron que esta contaminacion por aflatoxinas en maiz se debia a las deficientes
condiciones de almacenaje luego de cosechado®. El manejo inadecuado del grano durante la cosecha,
transporte y almacenaje generalmente ocasiona el incremento de grano enmohecido. Una cosecha
inoportuna y el uso de cosechadoras mal calibrados que generan dafio mecénico al grano, asi como una
deficiente desecacion del mismo antes del almacenamiento promueven el crecimiento de Aspergillus en el
grano de maiz, en donde las especies productoras de aflatoxinas pueden estar presentes 30 Asi el manejo
inadecuado de las temperaturas en el almacén es un factor que promueve el desarrollo de hongos
potencialmente toxigénicos, asi mismo, la produccion de aflatoxinas. Munkvold (2003) encontré que las
temperaturas Optimas para almacenar granos no deben exceder preferentemente los 200 C30.

Las interacciones con insectos (vectores) que producen un dafio fisico al maiz como la presencia de
otros microorganismos, afectan la produccion de aflatoxinas, asi, Brevibacterium linens y Streptococcus
lactis, inhiben su sintesis mientras que Lacfobacillus plantarum y Acetobacter aceti la estimulan; asi
también cuando los hongos Aspergillus crecen en cultivo mixto con Penicillum oxalicum u otros hongos,
se reduce la produccion de aflatoxinas. Esta interaccion con otros microorganismos afirma que la
diversidad en los niveles de aflatoxinas se debe a las multiples interacciones entre el género Aspergillusy
su entorno bidtico y abidtico. Segun carrillo 2010, esto se debe a que en campo en almacenamiento, los
factores ambientales no son constantes, por lo que puede ocurrir un crecimiento fingico significativo sin
encontrarse la cantidad de aflatoxinas esperadas!®.

Una gran variabilidad en la incidencia de aflatoxinas, esta influenciada por factores climaticos como:
temperatura, acidez, humedad, presencia de microflora competidora, actividad de agua, concentraciones
de CO», pH; dejando ver que el manejo del grano continta con deficiencias en sus condiciones?. El hecho
de que haya una alta incidencia de hongos toxigénicos no necesariamente estd relacionada con una alta
produccion de micotoxinas, es notable el hecho de que el efecto potencial de éstas iltimas es acumulativo
es los sistemas bildgicos expuestos o consumidores del grano contaminado. Por ello, las instituciones
involucradas en la sanidad de los alimentos deben implementar las medidas necesarias para promover la
inocuidad de los granos de maiz!s.

En los resultados de la Tabla 2 también se observa que en las muestras de avena y harina de trigo se
detecto la presencia de aflatoxinas, estos resultados son satisfactorios para la poblacion trujillana, lo que
indican que el nivel de riesgo es bajo y no representan un peligro significativo en relacion a las muestras
analizadas. No obstante debe considerarse que las muestras analizadas no corresponden a un muestreo
sistematico, ni a un monitoreo permanente de la calidad e inocuidad de los productos, sino que por el
contrario corresponden a un muestreo puntual tomado en una sola oportunidad a lo largo del estudio.

Es posible que estos resultados tengan variaciones respecto a la época del afio, las condiciones
climaticas y ambientales de cada periodo y cada subregion, por lo tanto no se deben generalizar. Es
posible que la ocurrencia de aflatoxinas no sea detectable, sin embargo el nimero de muestras también
puede haber sido muy bajo para afirmar que no se presentan aflatoxinas en harina de trigo y avena, en
términos generales. En este sentido se hace necesario continuar monitorizando en diferentes puntos de
comercializacion y en mayores periodos de tiempo!.

En el Peru el limite maximo tolerable para los alimentos de consumo humano es de 10 ppb segin el
codex alimentarius pues, no hay normas alimentarias en nuestro pais. La administracion de alimentos y



drogas (FDA) establece que el limite maximo permitido en los alimentos y productos de consumo humano
es de 20 ppb2!l. La FAO/OMS senala que la reglamentacion Venezolana, para micotoxinas en maiz y sus
derivados, admite concentraciones de aflatoxinas B1, B2, G de hasta 20 ppb; no obstante, siendo estos
valores permitidos similares a los aceptados en otras regiones, como E.E.U.U. y otros paises
latinoamericanos y europeos, en donde indican permitir valores desde 1 hasta 20 ppb para alimento
destinado a personas y rangos desde 20 a 300 ppb para animales, la falta de rigurosidad en el control de
calidad de este grano empleado para la produccion de alimento ha generado problemas de salud,
principalmente en animales domésticos23:24.25,

En la actualidad, en la ciudad de Trujillo no se ha reportado estudios sobre la contaminacion por
Aspergillus y sus metabolitos en harina de maiz, trigo y avena. Un estudio realizado por Cruzalegui en
1985 en nuestra ciudad ha demostrado una contaminacion con aflatoxina en un 40% de muestras de avena
molida4!, después Valencia en 1992 demostrd la accion toxigénica de A. flavus aislado de muestras de
arroz que se consume en la ciudad de Trujillo3!.

CONCLUSIONES

e Considerando las condiciones en las que se ha trabajado se concluye que se detect6 la presencia
de aflatoxinas en un 12.5% en las muestras de harina de maiz de los mercados la Union y Central
de la ciudad de Trujillo; las muestras de avena y harina de trigo fueron negativas a la presencia
de aflatoxinas.

e La presencia de aflatoxinas encontradas estan por debajo de los niveles superiores que son de 20
ug/kg, segin la normativa de la FAO/OMS.
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RESUMEN

Se determind la capacidad de adsorcion de los idnes cuprico plumboso por Trichoderma viride FP-UNT-01 a
partir de soluciones ideales de sulfato de cobre y plomo (II), respectivamente. La biomasa fungica se obtuvo por
cultivo en suero de papa sacarosa sometida a un lavado con acido nitrico (HNO3) al 0.1N en biorreactores aireados;
los pellets formados se secaron en estufa a 60°C durante 24 horas. Se coloco 8g de pellets en un sistema de cuatro
columnas a través de las cuales se hizo pasar una solucion de i6n cuprico a 19 ppm y de i6n plumboso a 40 ppm de
concentracion para ser recirculadas durante seis horas. Cada tres horas se tomd una muestra de 250mL para ser
analizadas por espectrometria de masas. Se realizo tres repeticiones para cada tratamiento y los resultados se
sometieron a la prueba T de Student para muestras emparejadas. Se encontrd que 7. viride FP-UNT-01 presenta
mayor capacidad de adsorber i6n plumboso que de i6n cliprico con un 15.2% de diferencia.

Palabras clave: Ion clprico, ion plumboso, biorreactor aeriado, 7richoderma viride

ABSTRACT

The adsorptive capacity of the cupric and plumbous ions by 7richoderma viride-01 FP-UNT from ideal solutions
of lead and copper sulfate (II), respectively, were determined. The fungal biomass was obtained by cultivation on
potato sucrose serum subjected to washing with nitric acid (HNO3) at 0.1N in aerated bioreactor; The formed pellets
were dried in an oven at 60 ° C for 24 hours. 8g was placed pellets in a four column through which was passed a
solution of cupric ion at 19 ppm and 40 ppm plumbous ion concentration to be recirculated for six hours. Every three
hours, a 250 mL sample for analysis by mass spectrometry was taken. Three replicates for each treatment was
performed and the results were subjected to Student's t test for paired samples. It was found that 7. viride FP-UNT-
01 has greater ability to adsorb plumbous ion to cupric ion with 15.2% difference.

Keywords: lon ctprico, ion plumboso, bioreactor aired, 7richoderma viride



INTRODUCCION

El contenido metalico en los residuos mineros se encuentra usualmente en concentraciones bajas, de
modo que cuando superan determinados limites pueden llegar a ser toxicos y contaminantes debido a su
gran persistencia (a diferencia de la mayoria de compuestos organicos) y a la tendencia a acumularse en
los sistemas biologicos, siendo de gran peligro para el ambiente en general?. Al respecto, el decreto
supremo N° 0102010 establece que los limites maximos permisibles para las concentraciones de cobre
(Cu) y plomo (Pb) no deben ser superiores a 0.4 mg/l y 0.16 mg/1, respectivamente!2. El aumento de éstos
ocasiona graves alteraciones en el metabolismo, crecimiento y desarrollo de los seres vivos en los
diferentes ecosistemas3+:5:6.

Se ha descrito que la concentracion elevada de Cu y Pb afecta el crecimiento de los vegetales, no por una
disminucion significativa del potencial osmotico del sustrato sino por su propia toxicidad, asi como de los
animales porque afecta a las enzimas que catalizan las reacciones de la biosintesis de la hemoglobina
produciendo anemia y dafio cerebral23.5:6.7,

En el Perti, pais minero, existe una contaminacion permanente del ambiente hidrico: La Oroya sufre de
contaminacion con plomo, cadmio y otros metales, la ciudad Ilo por la lluvia acida, Cerro de Pasco, Madre
de Dios, La libertad, Lima y Cajamarca con la presencia de plomo, cadmio y otros metales en sus rios2!.
La misma situacion se ha observado en otros rios$%10.11.12.13 En el Departamento de la Libertad, se ha
determinado el impacto negativo de los relaves mineros sobre las aguas, suelos y cultivos en la Cuenca del
rio Moche!4.

Recientemente, se ha establecido el potencial de adaptacidon de algunos microorganismos a ambientes
extremos, estos microorganismos suelen poseer mecanismos de resistencia a los iones metalicos, lo cual
representa un fenémeno de gran interés en la perspectiva de su posible aplicacion y el uso de su biomasa
para tratar de eliminar metales pesados de los diferentes nichos acuéticos contaminados: bacterias, hongos,
levaduras y algas pueden eliminar los metales pesados y radionuclidos de las soluciones acuosa en
cantidades sustanciales!5.16,17.18,19,20,

Los mohos y las levaduras acumulan micronutrientes tales como Cu, Zn, Mn y no-metales; nutrientes
como U, Ni, Cd, Sn y Hg en cantidades mas altas que sus necesidades nutricionales25.26.27.2829 E] potencial
de la biomasa fungica como biosorbente ha sido reconocido por la eliminacion de los metales pesados
procedentes de aguas contaminadas?8.29.30.31,3233 E] micelio de los hongos tiene la capacidad de secuestrar
metales pesados bioasimilables y prevenir la translocacion a los vegetales, disminuyendo la disponibilidad
del mismo en el suelo30-3233.3435_ Si bien el mecanismo por el cual algunos metales pesados se acumulan en
las setas es algo incierto, parece estar asociada con una reaccion de quelacion con grupos tio (-SH) de
proteinas, especialmente, con la metionina3s36. Las setas se pueden utilizar para evaluar el nivel de
contaminacion ambiental, realizandose estudios para evaluar el posible peligro para la salud humana por
la ingestion de hongos que contienen metales pesados37-38.39,

Aspergillus niger MTCC 2594 fue capaz de acumular y adsorber Cr de liquidos contaminados después
del curtido de cueros y pieles y eliminar eficazmente los iones de U, Pb, Cd y Cu; A. oryzae elimino los
iones de Cd y Cu de una solucion acuosa; A. ferreus Cr, Niy Fe de efluentes metalurgicos; A. nigery
Mucor rouxii metales pesados de soluciones acuosas, y, comparativamente, Rhizopus sp. puede
bioadsorber mayor concentracion de metales pesados que Aspergillus sp?324. Se ha evaluado, asimismo, la
capacidad de Beauveria bassiana 'y Metarhizium anisopliae para adsorber Cd*2 y Pb*2 encontrandose que
B. bassiana mostré una mayor capacidad de adsorciéon en comparacion con M. anisopliae, 1o que podria
ser debido a la diferencia en la estructura de la pared celular26:27.39:40,

Se ha determinado, al mismo tiempo, que 7. viride es un biosorbente eficaz para la eliminacién de Cr
(VD) de las soluciones acuosas de alginatos libres de células?!, al igual que 7. asperellum que es capaz de
adsorber Cu (II) con mas de 90% de eficacia%s. 7. harzianum, por su lado, puede extraer y recuperar U a
partir de soluciones acuosas de Ca-alginato inmovilizados3°.

El Peri en los ultimos afios ha enfrentado el incremento de su industria minera, trayendo como
consecuencia el aumento de las técnicas para la extraccion de metales y por lo tanto el aumento de los



desechos que éstas ocasionan y considerando el papel relevante de los microorganismos en la adsorcion de
metales pesados, asi como el desarrollo de nuevas alternativas a los métodos tradicionales para el
tratamiento de aguas y suelos contaminados, el presente trabajo busca determinar la capacidad de
adsorcion de 7Trichoderma viride para i6n cuprico y plumboso a partir de soluciones ideales. Presentando
de esta manera una nueva alternativa de biorremediacion de los efluentes minero-industriales libre de
contaminacion ambiental y dafios para la salud publica.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos:

Cultivo puro de Trichoderma viride FP-UNT 01, proporcionados por la catedra de Fitopatologia de la
Facultad del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Nacional de Trujillo.
Trujillo, Pert.

Resiembra para obtener cultivo joven de Trichoderma viride FP-UNT-01

Del cepario de la catedra de Fitopatologia se tomé un cultivo de 7. viride FP-UNT-01, el cual fue
resembrado en tubos con Agar Papa Sacarosa mas Doxiciclina (APSD). Se incub6 a 25°C por 10 dias. Los
cultivos resembrados fueron identificados en base a sus caracteristicas macroscopicas y microscopicass2,
Produccion de Biomasa de 7. viride FP-UNT (130,40

A partir de cultivos puros de 7. viride FP-UNT 01 se realiz6 una siembra en frascos planos conteniendo
APSD. Se incub6 a 25°C durante 15 dias. Al cultivo en frasco plano se agregé 30 mL Agua Destilada
Estéril (ADE) y se realiz6 una suspension de esporas que fueron utilizadas en la produccion de biomasa.
El equipo para produccion de biomasa consistio en un sistema de aireacion para quince biorreactores, los
cuales eran recipientes cilindricos de vidrio de 500 mL de capacidad cada uno, conteniendo 300mL de
caldo papa suplementado con sacarosa (12g de azlcar) y antibidtico (Doxiciclina), a los cuales se agrego 5
ml de suspension de esporas. Estos sistemas fueron controlados a una temperatura de 25°C y aireacion
contante durante 15 dias. El aire fue suministrado por una bomba de aire, el cual paso primero por un
proceso de esterilizacion con sulfato de cobre al 5% y NaCl al 23% para que luego se distribuya a los
biorreactores. La cantidad de aire fue controlada mediante reguladores para evitar romper el micelio del
hongo en su crecimiento.

Obtencion de pellets de 7. viride FP-UNT (130:40

Luego del periodo de incubacion, se filtro el contenido de los 15 recipientes separando la biomasa
fingica producida mediante una malla, la que se colocé en placas de vidrio y se traté con HNO3 0.1N por
una hora. Posteriormente con ayuda de un lienzo se tamizé la biomasa en esferas o “pellets” de 5 mm de
diametro aproximadamente, los que fueron secados a 60°C por 24 horas, con la finalidad de obtener
pellets compactos y porosos33.

Equipo Experimental para adsorcion de Cu2*y Pb2+

Se construy6 un sistema de cuatro columnas de 25cm de alto y 2,5 de diametro cada una, empacadas y
conectadas en serie con efluente descendente. Las columnas fueron mantenidas herméticamente cerradas
por ambos lados con tapones de jebe. En el interior de cada columna, a aproximadamente 2cm de la base,
se colocd una malla. Dentro de las columnas se colocaron los “pellets” de 7. viride FP-UNT 01
suspendidas en dicha mallas4.

Preparacion de Soluciones ideales de Sulfato de Cobre y Sulfato de Plomo.

Se tomd 0,12g de CuSO4.5H,0 y se agregd dos litros de Agua Ultra Pura Estéril>S para obtener una
concentracion final de 19 ppm de i6n cuprico. Con respecto al i6n plumboso se tomo 0,2g de Sulfato de
Plomo (II) a la que también se agregd dos litros de agua ultra pura estéril5¢, para obtener una
concentracion final de 40ppm de éste i6n; se agregd HCl 0.1N para obtener un pH de 4 para ambas
soluciones. Estas soluciones ideales seran percoladas hacia la parte baja de la columna a través de
mangueras de plastico.



Evaluacion de la capacidad adsorbente de 7. viride FP-UNT (13040

Una vez culminada la fase de pelletizacion se agregd 2g de pellets a cada columna y se hizo recircular
2000 ml de las soluciones ideales. Se realizaron tres repeticiones. La capacidad de adsorcion de ion
cuprico y plumboso fue evaluada determinando la concentracion de los mismos iones en partes por millon
(ppm), para lo cual se extrajo 250mL de solucion cada 3 hora, hasta las 6 horas posteriores de iniciadas
las pruebas. Las muestras colectadas se analizaron por espectrometria de masas.

Las muestras para evaluar la capacidad absorvente fueron recolectadas cada tres horas desde la hora cero
hasta las 6 horas de tratamiento. Se colectdé 250ml de solucion de Sulfato de Cobre en frascos estériles,
conservandose la muestra con acido nitrico a un pH< 2. De la misma manera se procedi6 a la recoleccion
de las muestras de la solucion de Sulfato de Plomo. Posteriormente, las muestras fueron trasladadas al
Laboratorio para su analisis.

Analisis de Resultados

Los resultados obtenidos en cada ensayo fueron tratados estadisticamente mediante la prueba T de
Student para evaluar la significancia de las diferencias observadas entre las medias del factor de
evaluacion.

RESULTADOS

El porcentaje promedio de adsorcion de i6n cuprico por pellets de 7. viride FP-UNT 01 a las tres horas
fue de 6,9%, mientras que a las seis horas fue de 9.1% (Fig. 1).

Se observa que el promedio porcentual de adsorcion de i6n plumboso por pellets de 7. viride FP-UNT
01, segun la Fig. 2 fue de 7.327 ppm equivalente al 19,4% y 9.341 ppm equivalente al 24,3% a las tres y
seis horas, respectivamente.

En relacion a la comparacion porcentual promedio entre la adsorcion de i6n clprico y plumboso por 7.
viride FP-UNT 01, a las seis horas del ensayo se observa que 7richoderma adsorbio 9.1% de i6n cuprico y
24.3% de ion plumboso (Fig. 3).
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Fig. 1. Porcentaje promedio de adsorcion de i6n ctiprico (Cu?*) por pellets de 7Trichoderma viride FP-UNT 01 a
partir de una solucion ideal de sulfato de cobre a las tres y seis horas de tratamiento. a = p > 0.05, no existe diferencia
significativa. a: adsorcion de Cu2+
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Fig. 2. Porcentaje promedio de adsorcion de i6n plumboso (Pb%*) por pellets de 7richoderma viride FP-UNT 01 a
partir de una solucion ideal de sulfato de plomo (II) a las tres y seis horas de tratamiento. a = p > 0.05, no existe
diferencia significativa. a: adsorcion de Pb2+
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Fig. 3. Comparacion porcentual de la adsorcion promedio de i6n ctprico (Cu2*) y plumboso (Pb2*) por pellets de
Trichoderma viride FP-UNT 01 a partir de soluciones ideales a las seis horas de tratamiento. a # b; p < 0,05; existe
diferencia significativa entre la adsorcion de Cu2*y de Pb2* por 7. viride FP-UNT 01. a: adsorcion de Cu2*b: adsorcion de Pb2+



DISCUSION

Se verificd que 7. viride FP-UNT 01 adsorbe ambos iones metalicos y probablemente la fijacion de los
metales se produce casi exclusivamente sobre o en la pared de las células, en la cual participan
activamente grupos aminos, carboxilos, hidroxilos, presentes en la quitina, quitosano, glucanos, proteinas,
etc.; polimeros que forman las paredes de los hongos y presentan cierta afinidad en la fijacion de los
iones!223. Sin embargo, el porcentaje promedio de adsorcion de i6n clprico se produce en un porcentaje
menor al 10%; esto puede deberse a que los sitios de fijacion de los iones en las paredes de los hongos no
han sido ocupados completamente por el metal, es decir no llegan a saturarse.

El hecho de que la adsorcion de ion cuprico y plumboso entre las tres y seis horas del tratamiento se
produce sin diferencia significativa, como lo demostré la prueba estadistica, corrobora que la mayor
adsorcion de 7. viride FP-UNT 01, tanto para los iones de cobre y plomo se dio dentro de las tres primeras
horas de iniciado el tratamiento; como lo demuestra estudios realizados determinando que el equilibrio de
adsorcion para cobre por 7. viride se dio en tres primeras horas39:40,

El tiempo para encontrar un buen equilibrio de adsorcién es muy importante en este proceso, ya que de
esto depende la cantidad de adsorcion de los iones; tanto en las Figura 1 y 2 la adsorcion ocurrid en las
tres primeras horas, pues la diferencia de adsorcion con las seis horas es menor del 5% para ambos casos,
lo cual se sustenta en que un proceso de adsorcion encuentra su equilibrio cuando no se observan cambios
en la concentracion del metal de la solucion mayor a 0,5% de la concentracion inicial313440, Muchos
autores estan de acuerdo en un tiempo de equilibrio de 20 a 60 minutos para la adsorcion de metales por la
biomasa fungica bajo condiciones neutras24549, Tal vez porque se lleva a cabo bajo condiciones acidas en
el presente trabajo, la adsorcion necesito de tres horas para alcanzar su equilibrio.

Otro parametro importante en bioadsorcion es la fuerza idnica, lo que influye en el tiempo para captar el
soluto a la superficie de la biomasa, el efecto de la fuerza idnica puede ser atribuido a la competencia entre
los iones, los cambios en la actividad de metal, o las propiedades de la doble capa eléctrica3!3234, Cuando
dos fases, por ejemplo, superficie de la biomasa y de solutos en disolucién acuosa, estdn en contacto, estan
obligados a estar rodeados por una doble capa eléctrica debido a la interaccion electrostatica; por lo tanto,
la adsorcion disminuye con el aumento de la fuerza i6nica323435.36_ haciendo que al transcurrir las horas la
adsorcion se mantenga o aumente en una minima cantidad (Figs 1 y 2); asimismo, esta explicacion
concuerda con los datos encontrados en donde la comparacién porcentual para cada ensayo en algunos
casos es menor a la sexta hora cuando deberia ser al contrario.

Al prestar atencion a la adsorcion de 7. viride FP-UNT 01 a las seis horas, tanto en las figuras 1 y 2, nos
damos cuenta que no hay un aumento significativo con respecto a las tres horas, asi mismo en algunos
ensayos transcurrido este tiempo la adsorcion disminuye, siendo probable que exista una pequefia
desorcion lo cual podria deberse a que, a medida que el pH de la solucion aumenta el nimero de protones
se disocian mas rapido de los grupos funcionales en la pared celular de los hongos3540. Lo mismo se
determino que la adsorcion de Cu, Cd y Zn por 7. viride fue 5.5 veces mas rapido a un pH de 4, asimismo
que es capaz de retener metales en abundante cantidad en su micelio que en sus esporas3, es por €so que
en el presente trabajo los pellets utilizados fueron hechos con la mayor cantidad de micelio posible.

La comparacion porcentual de la adsorcion entre ion clprico y plumboso, donde observamos que existe
diferencia significativa entre la adsorcion de los iones de cobre y plomo por 7. viride FP-UNT 01
habiendo una diferencia del 15.2% a las seis horas de tratamiento; sustentdndose en que plomo segun
estudios realizados encuentra un equilibrio de adsorciéon sumamente rapido, entre los 10 y 20 min y
después de alcanzar el equilibrio la cantidad de adsorcion de éste no cambia significativamente con el
tiempo3s.

Se verificd, también, que si existe adsorcion de ion cuprico y plumboso, sin embargo 7. viride FP-UNT
01 es capaz de adsorber mayor cantidad de ion plumboso que clprico; esto concuerda con lo reportado por
Iskandar cuando al evaluar la bioadsorcion de cobre y plomo por hongos filamentosos encontrd que el
género Trichoderma posee mayor capacidad para adsorber Pb(II) que Cu(II)35; también podria deberse a
que el flujo de recirculaciéon de la soluciéon fue muy rapido, lo que impididé un contacto ién-sorbente lo
suficientemente largo para una adecuada fijacion del 16n3949, en el caso de cobre.



T. viride FP-UNT 01 a las seis horas adsorbi6 solo 9.1% de i6n cuprico mientras que de i6n plumboso
adsorbio el 24.3% notandose que 7. viride tiene mayor capacidad para absorber plomo; una de las razones
seria que existe diferencia en el tamafio i6nico de los metales, radios i6nicos, potencial de electrodo, la
afinidad a los grupos funcionales en los biosorbentes, asi como en el modo de interaccidon entre los iones
metalicos y el biosorbente3s39, debido a lo cual pudo adsorber en menor tiempo mayor cantidad de i6n
plumboso; por el contrario la adsorcion de i6n clprico es menor ya que los radicales de la pared de este
hongo posiblemente fueron saturados por el metal en contacto mas rdpido*), no quedando espacio para
seguir adsorbiéndolo por mas tiempo.

CONCLUSIONES

T. viride FP-UNT 01 tiene la capacidad de adsorber i6n cuprico y i6n plumboso.
T. viride FP-UNT 01 adsorbe mayor cantidad de i6n plumboso que i6n ctprico.

e [a mayor adsorcion de i6n cuprico y plumboso por 7. viride FP-UNT 01 ocurrid en las tres primeras
horas de iniciado el tratamiento.
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RESUMEN

Se evaluo el efecto de 7richoderma viride FP-UNT 01 nativa coinoculado con Bradyrhizobium yuanmingense Rc
455-02 en el crecimiento de Capsicum annuum “aji paprika” en condiciones de laboratorio. Para lo cual se
reactivaron los cultivos microbianos, B. yuanmingense en medio agar extracto de levadura manitol rojo de congo a
28°C por 7 dias y T. viride en agar Saboraud a temperatura ambiente de 20-22 °C por 4 a 5 dias. Los grupos de
estudio consistieron en indculos de 7. viride y B. yuanmingense puros (controles positivos) y combinados (grupo
experimental) asi como un grupo control negativo inoculado con agua destilada estéril, aplicados a las semillas de C.
annuum “aji paprika”. Se realizo6 la evaluacion a los 20 y 30 dias después de la inoculacién, en donde se determind
que las plantulas coinoculadas con 7. wviride y B. yuanmingense (grupo experimental) presentd valores
estadisticamente significativos respecto al control negativo en las variables agrondmicas evaluadas como longitud de
raiz y peso seco de la parte radicular. El grupo control inoculado con B. ywanmingense (control positivo),
presentaron valores estadisticamente significativos en comparacion con el control negativo para las variables
agronémicas evaluadas como: longitud de tallo, hoja, raiz; nimero de raices laterales y peso seco de la parte aérea y
parte radicular; mientras que el grupo control inoculado con 7. viride presentd valores estadisticamente significativos
respecto al control negativo en las variables agrondmicas evaluadas como longitud de raiz, nimero de raices laterales
y peso seco de la parte radicular.

Palabras clave: Bradyrhizobium, Trichoderma, Capsicum annuum, inoculacion

ABSTRACT

The effect of Trichoderma viride FP- UNT 01 native coinoculated with Bradyrhizobium yuanmingense Rc 455-02
in the growth of Capsicum annuum " paprika pepper " in laboratory conditions was evaluated. For microbial cultures
which were reactivated B. yuanmingense extract agar medium of congo red yeast mannitol at 28 © C for 7 days and
T. viride in agar Sabouraud at room temperature of 20-22 ° C for 4 to 5 days. The study groups consisted of 7. viride
inoculum and B. yuanmingense pure (positive controls) and combined (experimental group) and a negative control
group inoculated with sterile distilled water, applied to the seeds of C. annuum " pepper paprika”. Assessment at 20
and 30 days after inoculation , where it was determined that seedlings co-inoculated with 7. viride and B.
yuanmingense (experimental group) showed statistically significant values relative to negative control in agronomic
variables such as length was performed root dry weight of the root part . The control group inoculated with B.
yuanmingense (positive control), statistically significant values compared with the negative control for agronomic
variables such as length of stem, leaf, root; number of lateral roots and dry shoot and root weight part; while the
control group inoculated with 7. viride showed statistically significant values relative to negative control in
agronomic variables such as root length, number of lateral roots and root dry weight of the part.

Keywords: Bradyrhizobium, Trichoderma, Pisum sativum, inoculation



INTRODUCCION

El cultivo de Capsicum annuum “aji paprika”, la solanacea mas importante después de la papa debido a
su agradable sabor, poder estimulante y elevado contendio en vitaminas, tiene importancia debido a los
altos ingresos econdomicos que es posible obtener por unidad de superficie con tres destinos de consumo:
pimiento en fresco, para pimentdon y para conserval2. Sin embargo, el sector pimentonero enfrenta
dificultades econdmicas debido a la baja rentabilidad del cultivo debido a las malas practicas culturales
(nivelado, preparacion del suelo, rotaciones, trasplante, fertilizacion, control sanitario, etc.) y a las plagas:
insectos (pulguilla, polilla del Pimiento, bicho moro, trips, chinche verde y vaquitas) y nematodos34:5.

Los residuos toxicos productos del uso continuo de pesticidas que afectan la salud de los trabajadores,
animales y deterioran el ambiente, ha conducido a la aplicacion de controladores biologicos, entre ellos,
especies del género Trichoderma que posee buenas cualidades para el control de enfermedades causadas
por patdgenos fingicos del suelo, principalmente de los géneros Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium,
Pythium 'y Fusarium56789.10, Las especies de 7richoderma actian como hiperparasitos competitivos que
producen metabolitos antifingicos y enzimas hidroliticas a los que se les atribuyen los cambios
estructurales a nivel celular, tales como vacuolizacion, granulacion, desintegracion del citoplasma y lisis
celular, encontrados en los organismos con los que interactia’.8:9:10,

Al mismo tiempo, la produccion de leguminosas y hortalizas se ve afectada por las condiciones de bajo
contenido de nitrogeno en el suelo que, a pesar de su gran abundancia en el aire, de poco les sirve a las
plantas y animales debido a que son incapaces de fijarlo y aprovecharlo; por fortuna, existen
microorganismos que si son capaces de fijar ese nitrogeno atmosférico y transformarlo en compuestos
facilmente asimilables®10.1112.13 Se estima que este proceso contribuye entre el 60-80% de la fijacion
biologica de nitrégeno (fbn) y permite a las plantas leguminosas crecer sin fertilizantes nitrogenados y sin
empobrecer los suelos, ya que su uso ha ocasionado graves problemas de contaminacion®12.13.14,

Los organismos que forman simbiosis con plantas leguminosas pertenecen al subgrupo de las
proteobacterias: Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium 'y
Sinorhizobium (recientemente incluido en Ensifer) y se reciben en conjunto la denominacion
genéricamente de rizobios!4!15.16, Rhizobium forma nédulos con leguminosas de origen templado, presenta
un crecimiento rapido en vida libre y los genes relacionados con la fijacion se encuentran en plasmidos, en
tanto que Bradyrhizobium ha conservado la capacidad de fijar nitrogeno en condiciéon de endosimbiosis
en las leguminosas y, por ello, se ha constituido en uno de los microorganismos de mayor utilidad en la
practica agricolal7.1s,

Las interacciones entre plantas y las llamadas rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas
(PGPR) en la rizosfera (rizobacterias), entonces, pueden mejorar los rendimientos de la cosecha en razon
de que estimulan directamente el crecimiento de plantas mediante la producciéon de fitohormonas y
mediante el aumento de la absorcion de nutrientes, microelementos, y sustancias de utilizad como K, P, en
forma de acido fosforico y N atmosférico; este proceso, llamado fijacion biologica de nitrogeno, solo se
presenta en procariontes y depende de la capacidad de los microorganismos de convertir el N, atmosférico
en formas asimilables para las plantas (NH4"), para ser incorporado de esta forma a componentes
nitrogenados de la célula!2.2021.22.23,

La capacidad PGPR de Rhizobium ha sido estudiada por varias décadas, sin embargo, en los tltimos
afios este estudio ha sido intensificado porque la agricultura sustentable demanda mejorar la eficiencia de
la fijacion de nitrogeno a través del uso de bacterias competitivas capaces de extender la ventaja de las
simbiosis a otros cultivos no leguminosas?42526.27, Asi, por ejemplo, se evaluo el efecto de 19 cepas de
Rhizobium en la germinacion y en el crecimiento de plantas de Lycopersicon esculentum en condiciones
de invernadero verificandose que varias cepas de Rhizobium pueden estimular la germinacion de semillas
de tomate y promover su crecimiento!¢, similares resultados se encontraron en plantas no leguminosas: R.
leguminosarumbv trifolii y Bradyrhizobium en raices de arroz y R. etli en raices de maiz?!.28.

En relacion a la inoculacion mixta de microorganismos, se conoce que Bradyrhizobium o Rhizobium, en
combinacién con cepas de Azotobacter y Azospirillium, promueven el crecimiento vegetal, mejoran la
nodulacion, la actividad de la nitrogenasa y aumentan el contenido de nitrogeno2930.31.32.33.3435  Sin



embargo, el efecto de Trichoderma viride y Bradyrhizobium yuanmingense en el crecimiento de
Capsicum annuum no es conocida.

Considerando que actualmente se pretende disminuir la contaminacion producida por el aporte de
pesticidas y fertilizantes nitrogenados, la presente investigacion busca determinar el efecto de 7. viride
coinoculado con B. yuanmingense en el crecimiento de plantulas de C. annuum “aji paprika” en
condiciones de laboratorio mediante la evaluacion de las variables agrondmicas: la longitud (de tallo, hoja
y raiz), numero de raices laterales, peso seco de la parte aérea y de la parte radicular de las plantulas en
mencion.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico

= Cultivo puro de Trichoderma viride FP-UNT 01 nativa caracterizado e identificado en el laboratorio de
Fitopatologia del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Nacional de
Trujillo.

®» Cultivo puro de Bradyrhizobium yuanmingense Rc 455-02 aislado y caracterizado en el laboratorio de
Microbiologia Ambiental de la Universidad Nacional de Trujillo, e identificado molecularmente en
Laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecnologia "Marino Tabusso" de la Universidad Nacional
Agraria La Molina.

= Semillas certificadas de Capsicum annuum “aji paprika” adquiridas de la casa comercial Agrotec,
Trujillo, La Libertad

* 10 kg de suelo agricola obtenido de los campos de cultivo del distrito de Moche.

Reactivacion, propagacion y estandarizacion del inoculo de esporas de 7. viride FP-UNT 01 nativa.

La reactivacion de 7. viride FP-UNT 01 nativa, a partir del cultivo puro se procedié a resembrar por
puntura en frascos planos inclinados con Agar Sabouraud (AS), se incubd durante 4 a 5 dias a
temperatura del laboratorio. Luego se propago en 3 frascos planos conteniendo AS, se incubd durante 4 a
5 dias a temperatura del laboratorio. El indculo de esporas se obtuvo agregando 20 mL de agua destilada
estéril a cada frasco plano con AS que contiene a 7. viride FP-UNT 01 nativa. Se agitdé moderadamente
con el fin de liberar las esporas del hongo y la suspension resultante se colocd en un frasco estéril, luego
se determind la concentracion de esporas mediante el recuento en Camara de Neubauer. Esta suspension
fue diluida con agua destilada estéril hasta obtener 100 mL a una concentracion final de 9x108 esporas/mL.
Reactivacion y propagacion del cultivo de B. yuanmingense Rc 455-02.

Para la reactivacion de B. yuanmingense, a partir del cultivo puro se procedid a resembrar en placas petri
conteniendo Agar Manitol Extracto de Levadura Rojo de Congo (ELMARC) se incub6 durante 7 dias a 28
°C. A partir de los cultivos puros de B. yuanmingense resembrados, se propagd en cuatro frascos de
superficie plana estériles conteniendo Agar Extracto de Levadura Manitol (ELMA) y se incubaran durante
7 dias a 28°C.

Estandarizacion de la suspension bacteriana de B. yuanmingense Rc 455-02.

A partir de los cultivos propagados se realizo la suspension de B. yuanmingense en un volumen de 10
mL de SSF, se diluyo hasta obtener 100 a una concentracion aproximada de 1.2 x 109 UFC/mL,
comparando con el tubo N° 04 del sistema de Mac Farland. Luego se hizo diluciones seriadas de la
suspension y la siembra de 0.1 mL por superficie en placas conteniendo agar ELMARC luego se
incubaron a 28 °C por 7 dias para realizar el recuento en placa y obtener el inoculo inicial, el cual nos dio
1.9 x 109 UFC/mL.

Obtencion y preparacion del suelo agricola para los tratamientos de estudio.

El suelo que se utilizo fue de uso agricola. Se recolectd 10 Kg de suelo, tomando a partir de 2 cm de la
superficie hasta una profundidad de 15 cm, el cual se tamizo; esterilizo en autoclave a 121 °C a 15 1b de
presion por 15 minutos por 3 veces, luego fue secado a 60 °C por 24 horas en el horno. Se determiné los
parametros fisicos y quimicos del suelo como: textura, pH, materia organica, concentracion de nitrégeno,
fosforo y potasio en Laboratorio de Servicios a la Comunidad e Investigacion (LASACI) de la
Universidad Nacional de Trujillo. Finalmente se distribuy6 10 g de suelo en cada pocillo del germinador.



Tratamiento y porcentaje de germinacion de las semillas de C. annuum

Las semillas se lavaron dos veces con agua de mesa, posteriormente con agua destilada estéril (ADE),
después fueron sumergidas en alcohol al 70% durante 45 segundos y se lavaron cinco veces con ADE;
luego se sumergieron en hipoclorito de sodio al 2 % por 2 minutos y finalmente se lavdo con ADE cinco
veces. Luego de la desinfeccion de las semillas se colocaron 50 semillas en placas Petri conteniendo 1
capa de papel filtro sobre una base de algodéon humedecido con agua destilada estéril hasta observar el 86
% 6 100% de germinacion.

Inoculacion de semillas germinadas de C. annuum con B. yuanmingense Rc 455-02 y esporas
de 7. viride FP-UNT 01 nativa.

Al transcurrir 6 dias y observar que las semillas han germinado, se seleccionaron por uniformidad en
tamafio y color para inocular B. yuanmingensey T. viride segun los grupos de estudio definidos. Se utilizo
240 semillas las cuales fueron distribuidas en 120 semillas para tres repeticiones en la primera evaluacion
a los 20 dias y 120 semillas para tres repeticiones en la segunda evaluacion a los 30dias.

Grupos Controles
¢ Control negativo (Co): se inoculdo 1mL de agua destilada estéril a cada semilla germinada.
¢ Control positivo 1 (Cy): se inoculd 1mL de la suspension de B. yuanmingense en concentracion de
1.2 x 10° UFC/mL a cada semilla germinada.
¢ Control positivo 2 (C,): se inoculé 1mL de la suspension de esporas de 7. viride en concentracion de
9x108 esporas/mL a cada semilla germinada.
Grupo experimental (Gg): Se inocul6 0.5ml de la suspension de B. yuanmingense en concentracion de
1.2 x 109 UFC/mL y 0.5ml de la suspension de esporas de 7. viride en concentracion de 9x108 esporas/mL
a cada semilla germinada.
Siembra de semillas de C. annuum

Cada semilla inoculada fue sembrada en un respectivo pocillo del germinador conteniendo 10 g de suelo
agricola estéril, a una profundidad de 1 cm. Se mantuvo una temperatura aproximada de 25 °C £ 2 y se
rego periddicamente con 1 mL de solucion nutritiva de Jensen modificada libre de nitrégeno, diluida al 4.
Evaluacion del efecto de B. yuanmingense Rc 455-02 y coinoculado con 7. viride FP-UNT 01
nativa en el crecimiento de C. annuum

Transcurrido 20 y 30 dias después de inoculadas las semillas germinadas se realiz6 la primera y segunda
evaluacion respectivamente. Para ello se cosecharon las plantulas de C. annuum y se lavaron con agua
corriente para eliminar los restos de suelo, luego se realizo la evaluacion del efecto de B. yuanmingense'y
T. viride por separado y mezcla de ambos, para lo cual se obtuvo los valores de las seis variables
agronomicas como: longitud de tallo, hoja, raiz, nimero de raices laterales, peso seco de la parte aérea y
de la parte radicular del vegetal.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se procesaron mediante la prueba de Analisis de Varianza Unidireccional (ANOVA)
y la Minima Diferencia Significativa (MDS) o llamada prueba de Tukey, para determinar las diferencias
significativas de cada variable agronomica entre los grupos experimentales con respecto al control.

RESULTADOS

En relacion a la longitud promedio de tallo de las plantulas de C. annuum “aji paprika” a los 20 y 30
dias después de la inoculacion (Fig. 1), se observé que los valores obtenidos en el grupo experimental: 7.
viride coinoculado con B. yuanmingense son semejantes en comparacion con el control inoculado con 7.
viride y el control negativo, y menor en comparacién con el control inoculado con B. yuanmingense (p >
0.05).

Respecto de la longitud promedio de hoja de las plantulas a los 20 y 30 dias después de la inoculacion
(Fig. 2), se observd que los valores obtenidos en el grupo experimental: 7. viride coinoculado con B.
yuanmingense son semejantes al control inoculado con 7. viridey el control negativo y menor comparado
con el control inoculado con B. yuanmingense (p > 0.05).



El analisis del promedio de longitud de raiz de las plantulas a los 20 y 30 dias después de la (Fig. 3)
permitié observar que los valores obtenidos en el grupo experimental: 7. viride coinoculado con B.
yuanmingense son semejantes comparados con el control inoculado con 7. viride y estos dos a su vez son
mayores comparados con el control negativo (p < 0.05) pero menores comparados con el control
inoculado con B. yuanmingense (p > 0.05).

En la Fig 4 se muestra el promedio del numero de raices laterales de las plantulas a los 20 y 30 dias
después de la inoculacion. Se observa que los valores obtenidos en el grupo experimental: 7. viride
coinoculado con B. yuanmingense son menores en comparacion a los control inoculados con B.
yuanmingensey con 1. viride respectivamente y semejante al control negativo (p > 0.05).

En la Fig. 5 se muestra el promedio del peso seco de la parte aérea de las plantulas a los 20 y 30 dias
después de la inoculacion. Se observa que los valores obtenidos en el grupo experimental: 7. viride
coinoculado con B. yuanmingense son semejantes en comparacion con el control inoculado con 7. viridey
el control negativo, y menor en comparacion con el control inoculado con B. yuanmingense (p > 0.05).

En la Fig. 6 se muestra el promedio del peso seco de la parte radicular de las plantulas a los 20 y 30 dias
después de la inoculacion. Se observa que los valores obtenidos en el grupo experimental: 7. viride
coinoculado con B. yuanmingense son semejantes en comparacion con el control inoculado con 7. viridey
estos dos a su vez son mayores en comparacion con el control negativo (p < 0.05) pero menores en
comparacion con el control inoculado con B. yuanmingense (p > 0.05).
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Fig. 1. Longitud promedio del tallo de Capsicum annuum “aji paprika” a los 20 y 30 dias de coinoculadas

con Trychoderma viride FP - UNT 01 y Bradirhyzobium yuanmingense Rc 455 — 02 (GE) en comparacion

con los grupos controles inoculados B. yuanmingense Rc 455 — 02 (C1), T. viride FP - UNT 01 (C2) y un
control negativo en condiciones de laboratorio (p<0,05).
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Fig. 2. Longitud promedio de hojas Capsicum annuum “aji paprika” a los 20 y 30 dias de coinoculadas con
Trichoderma viride FP - UNT 01 y Bradirhyzobium yuanmingense Rc 455 — 02 (GE) en comparacion con los grupos
controles inoculados B. yuanmingense Rc 455 — 02 (C1), T. viride FP - UNT 01 (C2) y un control negativo en
condiciones de laboratorio (p<0,05).
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Fig. 3. Longitud promedio de raiz de Capsicum annuum “aji paprika” a los 20 y 30 dias de coinoculadas con
Trichodema viride FP - UNT 01 y Bradirhyzobium yuanmingense Rc 455 — 02 (GE) en comparacion con los grupos
controles inoculados B. yuanmingense Rc 455 — 02 (C1), T. viride FP - UNT 01 (C2) y un control negativo en
condiciones de laboratorio (p>0,05).
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Fig. 4. Promedio del nimero de raices laterales de Capsicum annuum “aji paprika” a los 20 y 30 dias de
coinoculadas con Trichoderma viride FP - UNT 01 y Bradirhyzobium yuanmingense Rc 455 — 02 (GE)
en comparacion con los grupos controles B. yuanmingense Rc 455 — 02 (C1), T. viride FP - UNT 01
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Fig. 5. Promedio de peso seco de la parte aérea de Capsicum annuum “aji paprika” a los 20 y 30 dias de
coinoculadas con 7richoderma viride FP - UNT 01 y Bradirhyzobium yuanmingense Rc 455 — 02 (GE) en
comparacion con los grupos controles B. yuanmingense Rc 455 — 02 (C1), T. viride FP - UNT 01 (C2) y un control
negativo en condiciones de laboratorio (p<0,05).
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Fig. 6. Promedio peso seco de la parte radicular de Capsicum annuum “aji paprika” a los 20 y 30 dias de
coinoculadas con 7richoderma viride FP - UNT 01 y Bradirhyzobium yuanmingense Rc 455 — 02 (GE) en
comparacion con los grupos controles B. yuanmingense Rc 455 — 02 (C1), 7. viride FP - UNT 01 (C2) y un control
negativo en condiciones de laboratorio (p<0,05).

DISCUSION

Hoy en dia, los biofertilizantes son considerados como un componente del manejo integrado de la
nutriciéon vegetal y han sido definidos como sustancias que contienen microorganismos vivos que al
aplicarse a las semillas, superficie de las plantas o al suelo, colonizan la rizosfera o el interior de la planta
y promueven su crecimiento aumentado la disponibilidad de los nutrientes y la sanidad vegetal en la
planta hospedera26.30.31,

Las plantulas de C. annuum “aji paprika” coinoculadas con 7. viride y B. yuanmingense no mostraron
valores estadisticamente significativos para las variables evaluadas: longitud de tallo, hoja, nimero de
raices laterales y peso seco de la parte aérea en comparacion con los tres grupos controles. Estos
resultados pueden deberse a la existencia de la llamada competencia bioldgica donde hay interaccion
biologica entre seres vivos en donde se descubre que la adecuacion bioldgica de uno es reducida a
consecuencia de la presencia del otro al disputarse alguna fuente de nutrientes o ubicacion espacial!6.33.

El término ‘competencia’ comprende un enorme rango de fenémenos. De alli se entiende que la
adaptacion de 7. viride contribuy6 al éxito competitivo con B. yuanmingense. Dado que es en la rizosfera,
uno de los principales sitios donde se presentan microorganismos, especificamente funcionales, como
fijadores de nitrogeno, solubilizadores de fosfatos, promotores del crecimiento vegetal, biocontroladores y
especies patogénicas, normalmente, compiten por espacio y por nutrientes34.33,

Existe una amplia gama de interrelaciones entre especies de microorganismos en los ecosistemas, tales
como sinérgicas, antagonicas, de competencia fisica y bioquimica; y la multifuncionalidad de estos en los
sistemas agricolas, se expresa de acuerdo a una serie de factores bidticos, como la competencia con otros
microorganismos, la composicion biologica del suelo, el reconocimiento planta-microorganismo y
viceversa. Igualmente, factores abidticos, como la climatologia, las caracteristicas fisicas y quimicas del



suelo, que influyen directamente en el tipo de interaccion de estos organismos y la expresion de los
efectos benéficos o detrimentales, determinantes en el desarrollo de las especies vegetaless.15.24,

La interaccion de las rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR) como B.
yuanmingense y hongos del género 7richoderma, dependen de este tipo de factores para expresar sus
potenciales efectos benéficos; sin embargo, las interacciones entre los microorganismos son complejas y
se pueden presentar efectos sinérgicos que potencialicen los beneficios para la planta o por el contrario,
como en este trabajo, efectos antagonicos, reflejandose en los resultados donde las plantulas de C.
annuum “aji paprika” coinoculadas con dichos microorganismos no mostraron efectos estimulante en su
crecimiento para algunas variables agronémicas como longitud de tallo, hoja, numero de raices laterales y
peso seco de la parte aérea en comparacion con los grupos controles. La respuesta de las plantulas a la
inoculacion depende de las compatibilidades funcionales en la fisiologia y en la bioquimica de la
interaccion, entre los componentes microbianos; asi presenta diferentes respuestas, dependiendo de la
combinacion de los microorganismoss:15.2435,

Es asi que el ejemplo mas conocido de antagonismo entre microorganismos es la produccion de
antibioticos, al disputarse alguna fuente de nutrientes o ubicacion espacial. En un estudio quimico de los
metabolitos antibidticos segregados por Trichoderma se demostro que estos son segregados cuando existe
una verdadera competencia con otros microorganismos para asegurar su crecimiento y supervivencia en el
suelo3235, Lo cual se comprueba en esta investigacion dado que, las plantulas de C. annuum “aji paprika”
coinoculadas con B. yuanmingense y T. viride no mostraron efectos en su crecimiento para algunas
variables agronémicas, es decir no hay diferencia significativa (p>0.05) respecto a los grupos controles,
esto pudo haberse debido a que 7. viride haya producido metabolitos antibidticos evitando el crecimiento
y adecuacion de B. yuanmingensey por ende su efecto estimulante.

Cabe mencionar que a excepcion de B. yuanmingense, otras tres especies en este género, B. japonicum,
B. elkanii y B. liaoningense por diferencias en sus secuencias de ADN, en los patrones de enzimas
metabdlicas y de exopolisacdridos, en su contenido de acidos grasos y hemoproteinas presentan
diferencias en sus patrones de resistencia a antibidticos®12.14, siendo asi otra de las posibles causas a que B.
yuanmingense no haya sobrevivido a la competencia a la que se vio enfrentado con 7. viride y sus
metabolitos antibidticos.

Este efecto no estimulante en plantulas de C. annuum “aji paprika” pudo haberse debido también que la
coinoculacioén de 7. viride y B. yuanmingense en semillas germinadas de C. annuum fue de 0.5 ml de
cada suspension a una concentracion de 9x108 esporas/ml y 1.2 x 10° UFC/mL UFC/ml respectivamente,
por lo que se infiere que 7. viride present6 un alto grado de competencia por nutrientes y espacio ante B.
yuanmingense. Si bien es cierto que las bacterias son los organismos mas numerosos en el suelo, los
hongos dado su mayor tamafio aunque menor abundancia tienen la mayor biomasa en el suelo la cual bien
podria significar mayor necesidad de nutrientes, se debe considerar que 7richoderma es un hongo invasor
oportunista, que se caracteriza por su rapido crecimiento, por la capacidad de asimilar una amplia
gama de sustratos y por la produccion de una variedad de compuestos antimicrobianos27.28.29.32, Ademas la
poblacion de bacterias inoculadas siempre disminuye en la rizosfera hasta estabilizarse, esto puede estar
relacionado con el cambio de medio de crecimiento, o también que las bacterias, en general, presentan
dificultades para adaptarse y desplazarse a lo largo de la raiz3®. Como se demuestra en otras
investigaciones donde se encontr6 que cepas de Azospirillum zeac y A. canadense (PGPR) fueron
colonizadas por la cepa de T7richoderma; es decir hubo interaccion negativa, con predominio de
Trichoderma®23s.

En contraste, las plantulas de C. annuum “aji paprika” coinoculadas con de 7. viridey B. yuanmingense
mostraron valores significativos en las variables como longitud de raiz y peso seco de la parte radicular en
comparacion con el control negativo y semejante a unos de los controles positivos donde se inoculo sé6lo a
T. viride y menores al control donde se inoculd sélo a B. yuanmingense. Algunos investigadores,
trabajando con experimentos en macetas, encontraron incrementos en la produccion de materia seca
debido a la coinoculacion respecto de la inoculacion simple, aunque este incremento no fue
estadisticamente significativo3335, Otros investigadores informaron acerca de las ventajas de la
coinoculacion de plantas con rizobios y Trichoderma en Vigna radiata, leguminosa de importancia en la



alimentacion del ganado?¢. También existen informes sobre las ventajas de la coinoculacién de otras
bacterias rizosféricas y 7Trichoderma en cultivos de frijol25.

Los resultado de la presente investigacion permite afirmar que la coinoculacion de 7. viride y B.
yuanmingense haya sido compatible debido a que no mostraron valores estadisticamente significativos en
comparacion al control negativo en otras variables como se mencioné anteriormente. Esto pudo haberse
debido al efecto benéfico de 7. viride solo debido que los valores obtenidos son semejantes al control
donde se inocul6d a 7. viride por separado, dado que, este hongo puede encontrarse tanto fuera como
dentro de la rizosfera; cuando esta dentro de la rizosfera puede colonizar y proteger a la raices de las
plantas, varios autores han sefialado el incremento en peso de las plantulas que se desarrollan en presencia
de este hongo, otros investigadores encontraron que la coinoculacion de hongos con Azospirillum sp en
tomate, el hongo coloniza la raiz estimulando una mejor absorcion de nutrientes?s.

Los resultados hasta aqui expuestos, constituyen un aporte al estudio de la relacion simbiotica entre
hongos-PGPR-hortalizas, como una via para mantener un estado nutricional adecuado de las plantas de C.
annuum “aji paprika” con menor aplicacion de fertilizante mineral. Es importante mencionar que las
plantulas de C. annuum “aji paprika” inoculadas con B. yuanmingense por separado (control positivo 1)
mostraron valores estadisticamente significativos (p<0.05) para todas las variables agronémicas evaluadas
en comparacion con el control negativo, el control positivo inoculado con 7. viride por separado y el
grupo experimental en el cual esta la coinoculaciéon de ambos microorganismos; estos resultados darian a
entender que B. yuanmingense tiene efecto en el crecimiento de las plantulas de C. annuum “aji paprika”
siempre que este solo y no en competencia con otros microorganismos y mas aun que estos produzca
antibidticos.

Estos resultados corroboran lo encontrado por diversos autores con relacion al empleo del género
Bradyrhizobium como lo es en el caso de Diaz Zorita quien encontr6é incremento en el rendimiento de
soja con inoculacion simple de B.japonicum, otros estudios y ensayos han detectado la acumulacion de
materia seca aérea y de masa radical es mayor en los casos de soya inoculada con Bradyrhizobium que en
aquellos que no se ha realizado ningtn tipo de biofertilizacién 591, Por otro lado, hay que enfatizar que los
efectos de los biofertilizantes en el desarrollo radicular, ayuda a una mayor solubilidad y conductividad de
nutrientes; se traducen en un mayor aprovechamiento de la humedad del suelo y, por lo tanto, en el uso
mas racional del agua y una mayor resistencia a la sequial4. En otras investigaciones se encontrd que la
variable altura, también en plantas de soya al momento de la cosecha mostro diferencia con el tratamiento
de inoculacion simple de B. japonicum en comparacion a otros tratamientos inoculados con micorrizas y
una coinoculacion con la cepa de bradyrhizobio!3.

Se ha atribuido que mas de un mecanismo estd involucrado en la asociacién planta-rizobacteria y lo
denominan “hipotesis aditiva” los cuales operan simultdneamente o en asociacion3435. El grupo de las
rizobacterias también incluye a B. yuanmingense y la actividad de éstas; en general; se inicia con
mecanismos de quimiotaxis que estdn relacionados con la presencia de flagelos, quimiorreceptores y
sistemas de regulacion codificados genéticamente. Estos factores tienen gran importancia sobre la
habilidad de colonizar la rizosfera y mantener la comunicacion entre las células de la raiz con estas
rizobacterias presentes en el suelo. Las rizobacterias capaces de interactuar con las raices de plantulas no
leguminosas como C. annuum son atraidas por sustancias excretadas por la raiz, que ocasionan el
movimiento de la bacteria hacia la raiz de la plantula y asi dar inicio a una relacion benéfical734.

Los efectos del uso de tratamientos bioldgicos con rizobacterias en plantulas se deben a la produccion
de fitohormonas, las cuales pertenecen a cinco grupos conocidos de compuestos que ocurren en forma
natural, cada uno de los cuales exhibe propiedades fuertes de regulacion en el crecimiento de las plantulas.
En estos grupos se incluyen auxinas, etileno, giberelinas (GA), citocinas y acido abcisico.

Es posible que B. yuanmingense haya producido estas fitohormonas y asi hayan estimulan el crecimiento
de los tallos, la densidad y longitud de los pelos radiculares; aumentando la capacidad de absorcion de
agua y nutrimientos, permitiendo que las plantulas sean vigorosas y tolerantes a condiciones climaticas
adversas. Por tal motivo, B. yuanmingense es un microorganismo capaz de fijar el nitrogeno
ecologicamente favoreciendo la nutricion de la plantula cualidad que lo convierte en un microorganismo
con capacidad de PGPR1226.28,



Cabe destacar también que las plantulas de C. annuum “aji paprika” inoculada solo con 7. viride (control
positivo 2) presentd valores estadisticamente significativos en las variables evaluadas: longitud de raiz,
numero de raices laterales y peso seco de la parte radicular en comparacion con el control negativo.
Algunos investigadores plantean que existen evidencias experimentales de que 7richoderma sp.
puede inducir el crecimiento de las plantas, aun en condiciones en que el suelo esté libre de patogenos
actuando como bioestimulador; otros investigadores reportaron incremento en el crecimiento y desarrollo
que se atribuyen la obtencion de un mayor desarrollo radical, estimulado por el complejo enzimatico que
se origina en la rizosfera de las plantas ya que en general todas las especies de 7richoderma son buenos
productores de celulasa!9.21.23.24.25,

T. viride tiene la capacidad de biotransformar la celulosa, acelerar la reproduccion celular, mineralizar el
nitrogeno y algunas proteinas presentes en el suelo, permitiendo que estos procesos bioldgicos de
degradacion favorezcan el crecimiento de la planta [68]. Es un hongo, que actia principalmente como
agente antagonista de varias enfermedades en cultivos horticolas; conjuntamente posee caracteristicas
inductoras de desarrollo de raices y por consiguiente puede incrementar la productividad de las
plantas?3.25,

Es dificil entender por completo el funcionamiento de un sistema biologico. La complejidad de las
interacciones planta — suelo — microorganismo - ambiente son variadas; una comprension completa de
todas las relaciones en cuestion es poco probable; sin embargo, los efectos benéficos de las interacciones
biologicas que estimulan los rendimientos de los cultivos y mejoran la sanidad de las plantas pueden ser
evaluados y quedar en evidencia algunas estrategias generales de la interaccion. La sustentabilidad de los
sistemas agricolas a largo plazo debe fomentar el uso y manejo efectivo de los recursos internos de los
agroecosistemas. En este sentido, los biofertilizantes e inoculantes microbianos, asi como los
bioestimulantes son un componente vital de los sistemas sustentables, ya que constituyen un medio
econdmicamente atractivo y ecoldgicamente aceptable de reducir los insumos externos y de mejorar la
calidad y cantidad de los recursos internos. La continuidad de esta linea de investigacion, contribuird al
conocimiento mas certero de esta practica agronémica.

CONCLUSIONES

e El control inoculado con B. yuanmingense Rc 455-02 presento6 efecto estimulante en el crecimiento de
las plantulas de C. annuum “aji paprika” evidenciandose en el incremento de longitud del tallo, hoja y
raiz, niimero de raices laterales, peso seco de la parte aérea y peso seco de la parte radicular que se
evaluaron a los 20 y 30 dias después de su inoculacion, mostrando diferencia significativa con el grupo
experimental (coinoculacion de ambos microorganismos), el control inoculado con 7. viride y el
control negativo.

¢ El control inoculado con 7. viride FP-UNT 01 nativa presento efecto estimulante en el crecimiento de las
plantulas de C. annuum “aji paprika” reflejandose en el incremento de longitud de raiz, nimero de raices
laterales, peso seco de la parte radicular evaluadas a los 20 y 30 dias después de su inoculacion,
mostrando diferencia significativa con el control negativo.

e La coinoculaciéon de 7. viride FP-UNT 01 nativa y B. yuanmingense Rc 455-02 presentod efecto
estimulante en el crecimiento de las plantulas de C. annuum “aji paprika” observandose en el incremento
de longitud de raiz y peso seco de la parte radicular evaluadas a los 20 y 30 dias después de su
inoculacion, mostrando diferencia significativa con el control negativo.
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RESUMEN

Se determino el efecto del purin de hojas de Urtica dioica L. “ortiga” sobre el crecimiento de Raphanus sativus L.
‘rabanito” en condiciones de laboratorio. El purin se obtuvo de la fermentacion de hojas de ortiga y fue aplicado a
plantas de rabanito bajo un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos (0%, 20%, 50% y 100%) y tres
repeticiones. El tratamiento fue evaluado mediante los siguientes parametros: nimero de hojas, longitud de hojas y
raices (cm), didmetro de raices (cm), peso fresco y seco (g) tanto de hojas como de raices, a los 45 dias de siembra.
Se observd que el purin de ortiga mostrd efecto positivo sobre los pardmetros: crecimiento (para longitud de hoja
23.6 cm, raiz 4.63 cm; teniendo 5 hojas por planta, didmetro de raiz 1.91 cm, peso fresco de hojas 9.75 g, en raiz
1.96g y peso seco hojas 1.2 g y raiz 0.45g) en el tratamiento del 50%. El tratamiento del 100% mostréd efecto
negativo en la longitud de hojas siendo 18.6 cm y raiz 3.7 c¢m, en el diametro de raiz 1.42 cm, teniendo asi 4 hojas
por planta, peso fresco hojas 6.82 g, raiz 1.22g y peso seco de hojas 0.75 g y en raiz 0.23 g.

Palabras clave: Urtica dioica, Raphanus sativus, purin, crecimiento, biofertilizante
ABSTRACT

The effect of slurry leaves Urtica dioica L. "nettle" on the growth of Raphanus sativus L. "radish" in laboratory
conditions was determined. The slurry was obtained from the fermentation of nettle leaves and was applied to radish
plants under a completely randomized design with four treatments (0%, 20%, 50% and 100%) and three replicates.
The treatment was evaluated using the following parameters: number of leaves, length of leaves and roots (cm),
diameter of roots (cm), fresh and dry weight (g) in leaves and roots, after 45 days of sowing. It was observed that the
nettle slurry showed positive effect on parameters: growth (to 23.6 cm blade length, root 4.63 c¢m, having five leaves
per plant, root diameter of 1.91 cm, fresh weight of leaves 9.75 g, in root 1.96gy root dry weight 1.2 g leaves 0.45g)
in the treatment of 50%. Treatment showed 100% negative effect on the length of sheet being 18.6 cm and 3.7 cm
root in the root diameter of 1.42 cm, thus having 4 leaves per plant, 6.82 g leaf fresh weight, root dry weight of
leaves 1.22gy 0.75 g and 0.23 g in root.

Keywords: Urtica dioica, Raphanus sativus, manure, growth



INTRODUCCION

Los preparados vegetales para eliminar plagas, estimular la salud de las plantas cultivadas han sido
utilizados de forma tradicional por numerosas culturas de todo el mundo!2345. En los ultimos tiempos
dentro de la agricultura alternativa, estd sobresaliendo el uso de purines, productos que son fruto de
fermentaciones de ciertas especies vegetales que tienen utilidad en el mantenimiento de la salud de los
cultivos vegetales;; estos purines pueden ser, segun el grado de maduracion y la planta utilizada, productos
elicitores, insecticidas, fungicidas, fitoestimulantes o activadores del suelo y el composté-’.

Segiin sus ingredientes, los purines tienen diversas aplicaciones, basicamente aportan enzimas,
aminoacidos minerales y otras sustancias al suelo y a las plantas, aumentando la diversidad y la
disponibilidad de nutrientes para las mismas. Pero mucho mas importante que esto es el aporte de
microorganismos: mediante la preparacion de purines logramos desarrollar "cultivos" de
microorganismos, en especial de bacterias®’. Cada purin es un extracto especifico donde se reproducen
rapidamente determinados tipos de bacterias en un ambito propicio para su desarrollo. Cuando regamos el
suelo con estos preparados, estamos inoculando, millones de microorganismos que transformaran la
materia organica del suelo en nutrientes especificos para las plantas. De ese modo mejorara la
disponibilidad de nutrientes y por lo tanto la sanidad, el desarrollo y la produccion de las plantass.

El purin de hojas de U. dioica representa una alternativa eficaz y viable para la agricultura: es rico en
calcio, potasio y nitrégeno; este ultimo, esta bajo la forma amoniacal en un 40 %, por lo que la planta lo
utiliza inmediatamente®10. Es, en definitiva, un estimulante del crecimiento porque regula el ciclo del
nitrégeno, lo que evita posibles carencias de tan valioso nutriente, también evita la clorosis férrica, ya que
posee una elevada riqueza en Fe que promueve la formacién de clorofila®.

U. dioica es una planta arbustiva, perenne, dioica y de aspecto tosco; se le puede encontrar en cualquier
lugar donde habite el humano o ganado, crece en huertos, corrales, muros de piedra, en el campo, o en la
montafiall. Los tallos y las hojas suelen estar armados de pelos huecos o tricomas llenos de un liquido
urticante que contiene acidos organicos, histamina y acetilcolina; estos pelos, terminados en glandulas,
son muy quebradizos y, cuando se rompen, inyectan en la piel el liquido que contienen, induciendo una
sensacion de ardor!2.

La ortiga posee acidos, fenoles y otros constituyentes como, sitosterol, glicoproteinas, aminoacidos
libres como parte de sus metabolitos secundarios!3.14; asimismo, Mo y V, que tienen la propiedad de atraer
a las bacterias del tipo fijadoras de nitrogeno (por ejemplo Azotobacter), estas bacterias a medida que van
descomponiendo a la ortiga, van fijando el nitrogeno haciéndolo asimilable para cualquier tipo de
plantals.16, Es asi que en forma de purin fue aplicado sobre las hojas de las plantas o directamente al suelo,
como fertilizante ecologico en cultivos de lechuga Grand rapid “lechuga” bajo condiciones de produccion
agroecologicos, observandose efectos positivos sobre su rendimiento y calidad!”-18,, siendo éste el inico
antecedente al respecto.

Considerando la falta de antecedentes respecto del uso de la ortiga en la mejra de cutltivos tradicionales
y el rabanito es un producto tradicional de frecuente uso y que se sigue produciendo sin aprovechar de
nuevas tecnologia ni alternativas, se propueso la presente investigacion que estuvo dirigida a determinar el
efecto del purin de hojas de Urtica dioica “ortiga” en el crecimiento de Raphanus sativus “rabanito” en
condiciones de laboratorio, mediante los parametros: longitud de hojas y raiz (cm), didmetro de raiz (cm),
numero de hojas, peso fresco y seco de hojas y raices (g).



MATERIAL Y METODOS

Material biologico
e Plantas de Urtica dioica (Urticaceae) recolectadas del distrito de Aramango, provincia de Bagua,
departamento de Amazonas (Pert), durante el mes de junio del 2014. La especie fue certificada en el
Herbarium Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo (Peru).
e Semillas certificadas de Raphanus sativus adquiridas en un centro Agropecuario formalmente
constituido de la ciudad de Trujillo (Pert).
Preparacion del purin de U. dioica
Las plantas fueron secadas bajo sombra, luego se seleccionaron las hojas y posteriormente se trituraron
hasta convertirlas en polvo, a partir del cual se tom6 1,5 kg. Luego fueron diluidas en 15 L de agua
destilada dentro de un recipiente de 20L de capacidad, diariamente se procedid a remover por tres veces
consecutivas en un lapso aproximado de 20 dias. Se consider6 listo dicho preparado cuando dejo de
existir burbujas, se filtro y luego se guard6 en frascos herméticamente tapados a una temperatura de 10 °C
hasta su respectivo uso.
Germinacion de semillas y obtencion de plantulas de R. sativus
Las semillas fueron seleccionadas, teniendo en cuenta tamafio, color e integridad fisica, luego se
colocaron en placas Petri medianas con papel humedecido, y regadas con agua destilada hasta que tengan
el primer par de hojas verdaderas.
Tratamientos con el purin
Se realizo el trasplante de las plantas de rabanito a los 10 dias de haber germinado, siendo sembradas en
macetas conteniendo como sustrato una mezcla de tierra fértil la cual fue esterilizada. Se aplico el disefio
experimental completamente al azar con 4 tratamientos y tres repeticiones (contando cada repeticion con
20 pléantulas, con un total de 60 plantulas por cada concentracion aplicada). Para los tratamientos se afiadio
concentraciones ascendentes de purin de ortiga en las siguientes concentraciones: 0%; 20%; 50%, 100%,
sobre la superficie del sustrato de las macetas, luego fueron condicionadas bajo un fotoperiodo de 16
horas luz y 8 horas de oscuridad, a una temperatura de 2242 °C. Antes de someterlas al tratamiento las
plantulas fueron regadas con agua destilada por espacio de tres dias.
Disefio experimental
Se realizd un disefio experimental completamente al azar, con cuatro tratamientos y tres repeticiones
siendo asi: 0%, 20%, 50% y 100%. Aplicandose el purin a partir de los 15 dias después del sembrado.

TRATAMIENTOS
0% (agua destilada ) 20% 50% 100%
R1 R1 R1 R1
R2 R2 R2 R2
R3 R3 R3 R3

Evaluacion

A los 45 dias después de sembrado se llevd a cabo la cosecha de los rabanitos y se evaluaron los
siguientes parametros: longitud de raiz y parte aérea de la planta en (cm), didmetro de raiz (cm) para ello
se empled una regla milimétrica, numero de hojas por planta, peso fresco y seco de tallo y raices (g)
utilizando una balanza analitica “Kern”. Para el peso seco la muestra se llevo a una estufa durante 3 dias a
80 °C y luego se peso.
Analisis estadisticos.

Los datos fueron sometidos a promedio utilizando el programa Statgraphics Plus 5.1 las variaciones
entre tratamientos se determinaron aplicando ANOVA, asi como también la prueba multiple de Tukey
para establecer el mejor tratamiento.



RESULTADOS

Se observo, en relacion a la longitud promedio de hojas en las plantas de rabanito, que mas
representativo resultd el tratamiento al 50%, con 23.61cm disminuyendo severamente en el tratamiento al
100%, con 18.6cm (Fig. 1); sin embargo no se encontr6 significancia estadistica entre estos porcentrajes
(p>0,05). Respecto de la longitud promedio de raiz, por su parte, los tratamientos que mostraron menor
crecimiento fueron el 20% con 3.62cm. y el 100% con 3.70cm y el mostré el mayor tratamiento también
fue del 50% con 4.63cm, igualmente sin diferencias significativas (Fig. 2).

En cuanto al diametro promedio de raices (Fig. 3) el tratamiento que menos efecto tuvo en la aplicacion
del purin fue la del 100% con 1.42c¢m de diametro, y las que tuvieron un mayor diametro fueron el control
con 1.59cm y 50% con 1.91cm; en este caso si hubo diferencias significativas (p<0,05), asimismo, en
cuanto al nimero de hojas la que tuvo menor cantidad de hojas fue el tratamiento del 100% teniendo 4
hojas por plantas; mientras que los otros tratamientos tienen 5 hojas (Fig. 4).

En el peso fresco promedio de hojas el tratamiento mas representativo fue el de 50% con 9.75g; mientras
que el menor fue del 100% con 6.82g. Respecto a su peso seco los tratamientos muestran un peso similar
entre ellos, a diferencia del 50% que fue de 1.2g (Fig. 5). Al analizar el peso fresco promedio de raiz el
tratamiento que tuvo el mayor peso fue del 50% con 1.96g., quedando asi como uno de los valores mas
elevados en cuanto a concentraciones nos referimos; en el peso seco se puede observar que tanto el
tratamiento al 100% con el del 20% tienen pesos muy similares, siendo 0.2 y 0.23g, respectivamente (Fig.
6). Habiendose regado con frecuencia el extracto, se presentaron algunas deficiencias en las plantas (Fig.
7).
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Fig 1. Efecto del purin de Urtica dioica “ortiga” sobre la longitud promedio de hojas (cm) de plantas de Raphanus
sativus “rabanito” en los tratamientos de 0%, 20%, 50% y 100% a los 45 dias de evaluacion (p>0,05).
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Fig 2: Efecto del purin de Urtica dioica “ortiga” sobre la longitud promedio de raices (cm) de plantas de Raphanus
sativus “rabanito” en los tratamientos de 0%, 20%, 50% y 100% a los 45 dias de evaluacion (p>0,05).
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Fig 3: Efecto del purin de Urtica dioica “ortiga” sobre el diametro promedio de raices (cm) de plantas de Raphanus
sativus “rabanito” en los tratamientos de 0%, 20%, 50% y 100% a los 45 dias de evaluacion (p<0,05).
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Fig 4: Efecto del purin de Urtica dioica “ortiga” sobre el nimero de hojas de plantas de Raphanus sativus “rabanito”
en los tratamientos de 0%, 20%, 50% y 100% a los 45 dias de evaluacion (p>0,05).
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Fig 5: Efecto del purin de Urtica dioica “ortiga” sobre el peso fresco y seco de hojas de plantas de Raphanus sativus
“rabanito” en los tratamientos de 0%, 20%, 50% y 100% a los 45 dias de evaluacion (p>0,05).
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Fig 6: Efecto del purin de Urtica dioica “ortiga” sobre el peso fresco y seco de raices de plantas de Raphanus sativus
“rabanito” en los tratamientos de 0%, 20%, 50% y 100% a los 45 dias de evaluacion (p>0,05).

DISCUSION

Segun los resultados obtenidos el efecto que causa el purin de ortiga en el crecimiento de rabanito, se
pudo evidenciar en el tratamiento del 100% a nivel de los pardmetros de crecimiento como: longitud
promedio de hojas, nimero de hojas llegando a tener un promedio de 4 hojas por planta; mientras que los
otros tratamientos fueron de cinco (Fig. 4). Diametro de raiz, en los pesos secos de raiz y tallo,
apreciandose asi mismo clorosis, necrosis en las hojas, retardo en el crecimiento del area foliar,
deformacion en raiz (Fig. 7), Lo cual podria atribuirse como uno de los factores a la nutricion mineral ya
que es uno de los factores que mas contribuye para alcanzar un elevado rendimiento y calidad del
producto!?; tanto el exceso como las deficiencias de estos nutrientes pueden ocasionar disminucion en el
crecimiento de las plantas, asi como el fosfato se redistribuye de un 6rgano a otro, acumulandose en las
hojas jovenes?, el incremento de fosforo causa una disminucion en el area foliar?!. Por eso es que
tenemos bajo numero de hojas; sin embargo no solo tuvimos estas manifestaciones en la parte aérea del
cultivo, sino que también se presentaron deficiencias en la parte comestible. Es decir tanto la longitud de
raiz como su didmetro se vieron afectados (Fig. 2 y 3). Siendo el diametro y longitud de raices grandes
influyentes en la apreciacion del producto tanto por el productor como para los consumidores!’. A veces
estas variables se ven afectadas por factores externos como el suelo, si bien es cierto este producto se
adapta a cualquier tipo de suelo, los profundos, arcillosos y neutros son los ideales22. Al complementarse
el sustrato (tierra) con el abono ambos podran brindar mejores resultados a los cultivos; pero si uno de
ellos es deficiente, entonces los resultados no seran los esperados?3 El tratamiento que tuvo mejores
condiciones, desde el punto de vista agrondmico y econdmico?4, pese a que no todos los parametros
presentaron diferencias significativas, fue el del 50%. Y esto se debe a que hay una mejor distribucion de
los nutrientes, haciéndolo mas 6ptimo para el cultivo. Al estar los nutrientes debidamente distribuidos,
permite que el nitrégeno que es un constituyente de un gran numero de compuestos organicos, incluidas
las hormonas de crecimiento 25, tenga un mejor efecto en el cultivo de rabanito. Por eso es que ciertas
investigaciones indican efectos positivos en el crecimiento de ciertas especies vegetales; mientras que
otros elementos son escenciales para especies especificas?e.



Fig. 7. Efectos en la morfologia externa de Raphanus satuvus L. “rabanito” en la concentracion del 100% (a,
malformacion de raiz; b, clorosis y necrosis en hojas; c, reduccion en hojas y raiz).

En cuanto al peso fresco y seco tanto de hojas como de raices, pese a que solo se mostraron diferencias
significativas en el peso seco de raiz, este tratamiento también fue el que tuvo mejores rendimientos. Y
se debid a que al aplicar abonos organicos al suelo se mejoraron las propiedades quimicas del mismo, lo
que influy6 de forma directa en el incremento de los rendimientos y biomasa del cultivo 27. Es decir
dependiendo de la concentracion de abono, éste incide directamente en el crecimiento, desarrollo y
produccion del cultivo de rabanito?!.

Al comparar estos resultados obtenidos asi como con el uso de mezclas de agua con biosoélidos: suelo, en
dosis del 25 al 50%, mejoraron los rendimientos, longitud y numero de hojas para el rabanito, en
comparacion a cuando no se aplico materia organica 27. En otros trabajos realizados con abonos organicos
en rabanito también se observaron valores altos en tratamientos al 50% aunque sin presentar en ningin
caso diferencias significativas 28. Lo cual se deberia principalmente a que en este tratamiento se
encuentran las condiciones mas cercanas a los requerimientos nutricionales del cultivo de rabano
(nitrégeno, fosforo y potasio) siendo mas adecuada y equilibrada. Resultando asi un claro efecto positivo
de este biofertilizante, el cual contribuye a tener una mejor respuesta en el desarrollo del cultivo.

De forma general, se observa el efecto del purin sobre el cultivar ensayado demostrandose asi el
potencial que como bioestimulador ofrece, ya que no solo a sido utilizado en esta especie; sino que
también fue empleado en lechuga en la cual a demostrado un efecto positivo a nivel de area foliar, siendo
esta parte la mas comerciall8, Este preparado también se ha empleado como activador en la germinacion
de semillas?®. Permitiendo asi en el futuro utilizarlo como modelo de estudio de biofertilizantes. Debido a
su capacidad fijadora de ciertos nutrientes, medida indirectamente a través del efecto en el crecimiento de
plantas, permitiendo asi demostrar que el purin de ortigas tiene efectos positivos ofreciendo una
posibilidad de mejorar los cultivares mediante la no dependencia de la compra de insumos sintéticos30.



CONCLUSIONES

e La aplicacion del purin de Urtica dioica L. “ortiga” en plantas de Raphanus sativus L. “rabanito”
mostré un efecto positivo sobre los parametros de crecimiento (para longitud de hoja 23.6 cm., raiz
4.63 cm.; teniendo 5 hojas por planta, diametro de raiz 1.91 cm., peso fresco de hojas 9.75 g., en raiz
1.96g. y peso seco hojas 1.2 g. y raiz 0.45g.) en el tratamiento del 50%.

¢ El tratamiento del 100% mostré un efecto negativo en la longitud de hojas siendo 18.6 cm y raiz 3.7
cm.; en el didmetro de raiz 1.42 cm., teniendo asi 4 hojas por planta, peso fresco hojas 6.82 g., raiz
1.22g. y peso seco de hojas 0.75 g. y en raiz 0.23 g.
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RESUMEN

Producida por Ascaris lumbricoides v por A. suum, la ascariasis pulmonar se diagnodstica mediante reacciones
serologicas, para lo cual la calidad y disponibilidad del antigeno resulta ser un aspecto importante. En la presente
investigacion se determind la eficacia de la técnica de ELISA-IgG indirecta usando antigenos del liquido
seudocelomico (LSAs) de A. suum para el diagnostico de la ascariasis pulmonar en Mus musculus machos BALB/c.
El LSAs se extrajo de ejemplares hembras de A. suum obtenidas de cerdos naturalmente infectados; de estas mismas
se obtuvieron huevos, los cuales fueron incubados in vitro en una solucion de formol al 2% hasta lograr su condicion
de infectivos, los cuales (3200/raton) fueron administrados oralmente a fin de lograr la infeccion experimental. Los
sueros se obtuvieron a los 15 dias post infeccion. Para la técnica se utilizo: 15.82ug/mL del LSAs, los sueros diluidos
1/200 y el conjugado Anti-Mouse IgG (1/1500) (BioRad). Se encontré el 90% de sensibilidad de la técnica ELISA-
IgG indirecta utilizando LSAs y sueros de M. musculus BALB/c infectados experimentalmente con larvas de A.
suum.

Palabras clave: Ascariasis pulmonar, liquido seudocelomico, Ascaris suum, sensibilidad, ELISA
ABSTRACT

Produced by Ascaris lumbricoides and A. suum, pulmonary ascariasis is diagnosed by serological reactions, for
which the quality and availability of the antigen appears to be an important aspect. In the present study the
effectiveness of the technique was determined using indirect ELISA-IgG antigens seudocelomico fluid (LSAs) of A.
suum in the diagnosis of pulmonary ascariasis in male Mus musculus BALB/c. The LSAs were extracted of A. suum
females obtained from naturally infected pigs; of the same females were obtained eggs, which were incubated in
vitro in a solution of 2% formalin to achieve its infective condition, then the eggs (3200 / mouse) were administered
orally to achieve the experimental infection. Sera were obtained at 15 days post infection. For the technique
performed: 15.82 ug/mL of LSAs, 1/200 diluted sera and the anti-mouse IgG conjugate (1/1500) (BioRad) was used.
It was found 90% sensitivity of the indirect IgG ELISA using sera LSAs and M. musculus BALB / ¢ experimentally
infected with A. suum larvae.

Keywords: Pulmonar ascariasis, seudocelomic fluid, Ascaris suum, sensibilidad, ELISA



INTRODUCCION

La ascariasis es considerada como la infeccion parasitaria mas comun en los seres humanos; Ascaris, el
agente causal, parasita cerca de 1,4 billones de personas en el mundo -aproximadamente una cuarta parte
de la poblaciéon mundial- y la mayoria de las infecciones se produce en paises en vias de desarrollo, con la
mayor morbilidad en niflos y mujeres embarazadas!-23. En nifios en edad escolar, esta infeccion esta
asociada con pobre estado nutricional y anemia, que es motivo de preocupacion ya que incrementa el
riesgo de mortalidad#5.

La ascariasis en humanos se presenta bajo dos formas clinicas: la intestinal, causada por las formas
adultas de A. /umbricoidesy la pulmonar producida por las formas larvarias (L3) tanto de A. lumbricoides
como de A. suun?s¢, El diagnostico de la primera se realiza por la observacion de huevos del agente
etioldgico, tanto fértiles como infértiles, en examenes copropasitologicos® y de la segunda por métodos
serologicos que tienen gran utilidad para apoyar el diagnodstico clinico, que en ocasiones se presenta
asociada a alergias, y para efectuar estudios epidemiologicos?:8:9.10,

A pesar de que la ascariasis intestinal se presenta con elevada frecuencia y lo mismo se puede decir de la
pulmonar, no se cuenta con una prueba de ELISA estandarizada, tal como ocurre con otras helmintiasis
como por ejemplo la cisticercosis!!-1213, mas bien, se han hecho estudios para la posible aplicaciéon de la
técnica de Western blot utilizando diversos tipos de antigenos!4!5. Uno de ellos es, el liquido
seudoceldomico que ha demostrado tener elevada capacidad antigénica, ser de fécil accesibilidad, obtenerse
en elevadas cantidades respecto de otro tipo de antigenos, incluso de formas adultas del parasito
muerto!6:.17

Considerando la elevada prevalencia de la infeccién por Ascaris, tomando en cuenta que no existen
investigaciones ni métodos diagnoésticos orientados a la deteccion de la ascariasis pulmonar, que precede a
la intestinal; por ello se propone la bisqueda de métodos alternos que permitan realizar un diagnéstico
eficaz de dicha infeccion. Diversos autores han evaluado la utilizacion la técnica de ELISA para
deteccion de anticuerpos contra diversos helmintos en sueros, observando buena correlacion entre los
resultados seroldgicos y parasitologicos!!1213. Sin embargo, uno de los problemas que se pueden
presentar al utilizar estas técnicas tan sensibles, es que ocurran reacciones inespecificas cuando se
usan extractos crudos del parasito. El objetivo del presente trabajo fue determinar la sensibilidad de la
técnica de ELISA usando los antigenos del liquido seudocelomico de A. suum en el diagndstico de la
ascariasis pulmonar experimental en Mus musculus cepa BALB/c, con la finalidad de obtener una técnica
de diagndstico con un antigeno de facil acceso, cuando se presenten sintomas pulmonares.

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion de ejemplares hembras adultas de A. suum

Del intestino de Sus acrofa “cerdo” beneficiados en el Camal Municipal de El Porvenir (Trujillo, Pera)
se recolectd 10 ejemplares hembras adultas de A. suum, las cuales se colocaron en placas de Petri con SSF
0,85% y lavadas, tres veces por aproximadamente 5 minutos cada vez, antes de ser colocadas en un termos
conteniendo la misma solucidn, tibia los cuales fueron trasladados al laboratorio de Helmintologia
Parasitaria de la Universidad Nacional de Trujillo.

Recoleccion y conservacion de liquido seudocelomico!”

En un ambiente estéril se realizo la extraccion del liquido seudoceldomico con la ayuda de una jeringa de
tuberculina de ImL. Se introdujo la aguja en la parte posterior de los ejemplares A. suum hembras entre el
ano y la parte final, a fin de extraer el liquido el cual fue depositado en viales hasta un volumen
aproximado de 1 mL/vial y se conservo a -20°C hasta su posterior uso.



Obtencion de huevos infectivos de A. suum!617

De los ejemplares hembras de A. suum se separd los tteros en placas de Petri, luego, con ayuda de un
estilete se rompi6 las paredes del ttero con el propdsito de liberar a los huevos. Los huevos obtenidos
fueron lavados tres veces con SSF estéril y colocados en tubos con tapa rosca conteniendo una solucion de
formol al 2% durante 30 dias, cambiando la solucion diariamente hasta obtener los huevos infectivos
(huevos con Larva 2).

Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas del liquido seudoceldmico se determind por el método colorimétrico de
Bradford!s.

Infeccion experimental en M. musculus

Al grupo control de 20 ejemplares de M. musculus cepa BALB/ ¢ no se les sometio a ningun estimulo.
Mientras que al grupo experimental se inoculd por via oral 3200 huevos infectivos de A. suum en 0,12mL
de SSF.

Obtencion del suero hiperinmune!?

A las dos semanas de la administracion oral de los huevos infectivos se extrajo sangre de cada ejemplar
por puncion cardiaca de ambos grupos de ratones, se centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos para
obtener el suero inmune. Se coloco el suero en viales y se conserva a -20°C hasta el momento de su
procesamiento.

Técnica de ELISA®

Se hizo la técnica de ELISA-IgG indirecta, del modo siguiente: (i) las placas de poliestireno en pocillos
de fondo plano se sensibilizaron con 50uL de liquido seudocelomico (15.82 ug/ mL) de A. suum, (ii) se
incubaron a 4°C durante 18 horas, (iii) se lavd tres veces con S0uL por pocillo de PBS (pH 7.26) y Tween
20(0,05%), durante 5 minutos cada vez, (iv) se bloquearon los sitios de union inespecificos con 50uL de
leche en polvo (2.5%) diluida en PBS (pH 7.26) y Tween 20(0,05%), (v) se incubo a 37°C durante 1 hora,
(vi) se lavo de modo similar a como se hizo en el paso iii, (vii) se agreg6 el suero (1/200) problema en
volumen de 50 uL e incubar a 37°C por 1 hora, (viii) se lavé de modo similar a las anteriores, (ix) se
agrego6 el conjugado Anti-mouse IgG —BioRad- (1/1500), (x) se incub6 a 37°C durante 1 hora, (xi) se lavo
nuevamente y se agregd 50 uL del sustrato ODP 0,04% en tampon citrato a pH 5,0 y perdoxido de
hidrogeno 0,03%, (xii) se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos y (iii) se detuvo la reaccion
enzimatica con 50uL de 4cido sulfurico 2N y se realizo la lectura de la absorbancia a 492 nm usando
lector de ELISA (Perkin-Elmer) .

Para determinar la sensibilidad se tuvo en cuenta los verdaderos positivos y los falsos negativos2©.

RESULTADOS

Se encontrd una concentracion de proteinas de 4050 ug/mL y la observacion de las placas en el lector de
ELISA a una adsorbancia de 492 nm mostréd nueve reactivos de los 10 probados; en consecuencia: la
técnica de ELISA-IgG indirecta mostré una sensibilidad del 90% para detectar anticuerpos producidos en
la fase pulmonar de la ascariasis, con los antigenos del liquido seudocelémico de A. suum.

DISCUSION

Los geohelmintos, dentro ellos la ascariasis intestinal, son entidades ampliamente estudiadas y, producto
de ello, se conocen las prevalencias en diferentes paises, se tiene referencias de su distribucion global y se
tiene en cuenta respecto de las consecuencias en el nifio y madres gestantes parasitados!?2345; sin
embargo, la ascariasis pulmonar, que precede a la intestinal, no es totalmente conocida. Una de las razones
es, que tiene dos agentes etioldgicos: A. /umbricoides y A. suum, de las cuales la primera continua su
ciclo en el intestino (da lugar a la ascarias intestinal) mientras que la segunda no. Entonces, los métodos
parasitologicos tradicionalmente utilizados permiten demostrar la presencia del parasito, por la deteccion
de sus huevos; sin embargo, presentan algunas limitaciones en tres circunstancias, por lo menos: (i)



cuando el parasito aun no produce huevos, (ii) cuando el parasitrismo es causado sdélo por ejemplares
machos y (iii) cuando las larvas pulmonares no corresponden a A. /fumbricoides.

Es pertinente, entonces, proponer una técnica que permita el estudio de la ascariasis pulmonar que se
asocia a trastornos inherentes a la condicion infectada de este 6rgano y a reacciones alérgicas, tanto en
paises en vias de desarrollo como en los desarrollados3%.10, La técnica de ELISA resulta ser la primera que
surge en plantearse para ello porque: (i) presenta elevada sensibilidad, de modo que resulta de gran
utilidad sobre todo para los casos negativos porque permite descartar de plano, la infeccion por Ascaris,
(i1) se cuenta con materiales y equipos necesarios para su ejecucion y (iii) presenta variables en cuanto al
tipo de anticuerpoa detectar y si es directa o indirecta!®-20, por lo que ha sido disefiada y evaluada para el
diagnostico de enfermedades de impacto negativo para la salud como son la cisticercosis, hidatidosis y
triquinosis!!-12.13,

Se ha evaluado el uso de la técnica de ELISA para deteccion de anticuerpos IgG contra helmintos,
obteniendo buenos resultados. Sin embargo, uno de los problemas que se pueden presentar al utilizar
técnicas tan sensibles, es que ocurran reacciones inespecificas cuando se usan extractos crudos del
parasito. En el diagnostico seroldgico para la infeccion por A. suum se utilizan antigenos somaticos, de
excrecion- secrecion y de superficiel4 15,

El estudio de la composicion antigénica de diferentes extractos de A. suum, permitié comprobar la
naturaleza antigénica compleja del liquido seudocelomico. Diversos autores consideran que el mayor
alérgeno de este helminto es ABA-1(presente en el liquido seudocelémico)!®, que presenta homologia con
el antigeno TBA-1 de T7oxocara canis pero no revela ninguna similitud evidente con cualquier otra
proteina de nematodos!”.

La elevada sensibilidad obtenida en el presente estudio demuestra que algunos de los anticuerpos
generados debido a la infeccidon por el parasito, fueron especificos contra los antigenos del liquido
seudocelomico de A. suum. Esto permite afirmar que en futuras investigaciones podria ser posible utilizar
como fuente de antigenos al flido seudocelomico, en reemplazo de los antigeos somaticos, de superficie,
de excrecion-secrecion o totales, porque: (i) son mas faciles de obtener, (ii) se adquierern en menor
tiempo, (iii) se obtienen en buenas cantidades de ascaris vivas y muertas recientemente y (iv) presentan
elevadas concentraciones de proteinas y has demostrado ser altamente antigénicas!®!7. Sin embargo, se
debe evaluar la sensibilidad utilizando sueros de personas parasitadas en nimero adecuado, ya que por
limitaciones de diversa indole en la presente investigacion se examinaron pocos sueros, y dado el caso, la
especificidad de dicha técnica utilizando sueros de personas con otras enfermedades.

CONCLUSION

e La técnica de ELISA, usando los antigenos del liquido seudocelomico de Ascaris suum, presenta una
elevada sensibilidad en el diagnostico de la ascariasis pulmonar experimental en Mus musculus
machos BALB/c.
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RESUMEN

Se determind la actividad repelente y el tiempo de proteccion de las concentraciones de 25, 50, 75 y 100% v/v del
aceite del endospermo de Ricinus communis en Aedes aegypti, bajo condiciones experimentales. Se emplearon
especimenes hembras de Ae. aegypti cepa Rockefeller (control), una poblacion experimental natural procedente de
La Esperanza (Trujillo, Pert1) de 3-8 dias de edad, en estado de inanicion durante tres dias y especimenes adultos de
conejo, Oryctolagus cuniculus. En las orejas, se aplicd 1 mL/22.5cm? del aceite a las concentraciones sefialadas y
se utilizo 50 especimenes por cada concentracion, ademas de los grupos control: positivo (DEET al 20%) y negativo
(diluyente: Etanol). La exposicion se hizo durante tres minutos a intervalos de 30 min hasta que se produzca la
primera picadura. El ensayo se realizé en cuatro repeticiones evaludndose el porcentaje de repelencia y el tiempo de
proteccion. Se encontrd que hubo actividad repelente a todas las concentraciones probadas y que el porcentaje de
repelencia por la poblacion experimental a la concentracion de 100%v/v fue similar al control positivo -DEET
(p>0.05), con un tiempo de proteccion > 180 minutos. Para la cepa Rockefeller la concentracion del 100%v/v tuvo
valor similar al DEET no encontrando diferencia significativa (P>0.05) con un tiempo de proteccion de 180minutos.
Se concluye que el aceite del endospermo de R. communis tuvo actividad repelente en las concentraciones de 25, 50
75 y 100% v/v y mayor actividad repelente para la poblacion natural La Esperanza a concentracion del 100%v/v.

Palabras Claves: Aedes acgypti, aceite, Ricinus communis.

ABSTRACT

The repellent activity and protection time of the concentrations of 25, 50, 75 and 100 % v/v oil endosperm of
Ricinus communis in Aedes aegypti, under experimental conditions were determined. For this, female specimens
were used of Aegypti Rockefeller strain and a natural population of La Esperanza 3-8 days old and in a state of
starvation for 3 days which were exposed to feed Orycfolagus cuniculus " rabbit " was applied one in each ear
ImL/22.5cm? oil concentrations of 25, 50, 75 and 100 % v/v, 50 specimens were used for each concentration, the
control positive group(etanol) and negative group (20% DEET), the exposure time was for 3 minutes at intervals of
30 minutes until the first bite occurs , the assay was performed in four replicates evaluated the percentage of
repellency and protection time. A high percentage of DEET repellency as similar statistical analysis was determined
by natural population Esperanza at concentrations of 50, 75 and 100 % v/v concentration latter being found no
significant difference between them (p > 0.05), with a protection time > 180 minutes. For the Rockefeller strain
concentration 100% v/v was similar to DEET not found significant difference (P>0.05) with a time 180 minutos
protection. It is concluded that the oil endosperm R. communis have repellent activity at concentrations of 25, 50, 75
and 100% v/v. repellent activity have greater for the natural population Esperanza to concentrations of 100%v/v.

Keywords: Aedes acgypti, oil, Ricinus communis



INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha informado que se presentan 50 millones de infecciones
por dengue cada afio en el mundo y que, al no existir tratamiento, la mejor forma de lograr reducir su
incidencia es eliminando sus vectores: Aedes aegypti, mediante la aplicacion productos quimicos, de
preferencia en mosquiteros impregnados y como repelentes!.

Los repelentes bloquean los receptores del acido lactico y al ser aplicadas sobre la piel pueden
conjugarse con las partes oleosas del manto aéreo debido a la afinidad apolar de su naturaleza quimica, a
la vez el CO;y el vapor de agua crean una atmoésfera gaseosa necesaria para que estas queden retenidas
sobre la piel creando asi un efecto desagradable sobre las terminaciones sensitivas de los insectos, asi
como un bloqueo de la percepcion quimica que utilizan para orientarse, evitando sus picaduras y las
enfermedades que ellos ocasionan!-23,

Ocimum americanum, Vitex negudoy Cymbopogon winterianus son plantas que han demostrado tener
propiedades repelentes en A. aegypti con un tiempo de proteccion de 5,5; 3 y 6 horas, respectivamente,
asi como el extracto etandlico de Citrus sinensis que mostré un 100% de repelencia en 150 minutos a
concentracion de 350ppm contra Anopheles stephensi, A. acgyptiy Culex quinquefasciatus56.7:3,

Las semillas de R. communis, arbol tropical de hasta 6 m de alto, son elipsoides y jaspeadas, tiene una
cubierta dura y quebradiza exterior y otra inferior muy fina de color blanquecino que protege la semilla,
cuyo endospermo es blando, compacto y aceitoso que contiene: éster palmitico (1.2%), estedrico (0.7%),
araquidico (0.3%), hexadecenoico (0.2%), oleico (3.2%), linoleico (3.4%), linolenico (0.2%), 4acido
ricinoleico (89.4%) y acidos dihidroxi estedrico, alcaloides como la ricinina y la toxoalbumina ricina
considerada uno de los venenos mas mortiferos naturales cuando se administran por via intravenosa o
inhalada en forma de particulas finas, siendo termosensibles y facilitando su inactivacion con calor; al
ser calentado a 80 °C durante 10 minutos o a 50°C aproximadamente durante una hora a pH
7.89,10,11,12,13,14

El aceite extraido de las semillas del ricino contiene terpenoides y alcaloides con actividad repelente
contra la hormiga negra comin, Acromyrmex [lundi, y las larvas del gusano cogollero, Spodoptera
frugiperda, por ello, gracias a sus propiedades repelentes y larvicida, ademas de su uso en la industria
farmacéutica y cosmetoldgica por su alto porcentaje en acido ricinoleico y su contenido en vitamina E,
han despertado gran interés en la industria!2.14

Se ha identificado al germacreno D, frans-cariofileno, biciclogermacreno y germacreno B como los
componentes quimicos mayoritarios de R. communis y se ha determinado efectividad: (i) del aceite
escencial con una mortalidad >50% para Ae. Aegypti, (ii) del extracto acuoso como larvicida (I, Il y IV
estadio) en An. arabiensis y Cx. Quinquefasciatus, (iii) del extracto de semillas como insecticida contra
An. stephensi, Cx. quinquefasciatus y Aedes albopictus y (iv) del extracto de hojas como repelente
probados en telas contra Anopheles!s:16.17

En los ultimos afios, los aceites botanicos han sido estudiados con el objetivo de evaluar su actividad
repelente aprovechando su baja toxicidad frente a diferentes especies de vectores transmisores de
enfermedades, debido a que son facilmente extraibles, no producen dafios ecologicos, son biodegradables
y facilmente catabolizados en el ambiente, poseen baja o no toxicidad hacia vertebrados y no inducen
resistencials:19.20.21.22.23.24 En este contexto, se propuso una investigacion que estuvo encaminada a evaluar
la actividad repelente de las concentraciones de 25, 50, 75 y 100% v/v de aceite del endospermo de
semillas de R. communis en A. acgypti en condiciones experimentales.



MATERIAL Y METODOS

Material biologico
¢ 350 Especimenes de Ae. aegypti colectados en el Sector Pueblo Libre barrio 2 del Distrito La
Esperanza, Provincia Trujillo, Region La Libertad, Peru.
¢ 350 Especimenes de Ae. aegypti Rockefeller, proporcionados por el Instituto Nacional de Salud (INS),
Lima-Pert.
*300g de endospermo de Semillas de R. communis recolectados del centro poblado San Roberto,
Distrito de Chao, Provincia de Virti, Departamento la Libertad.
Obtencion de adultos de Ae. aegypti
Mediante el uso de cucharones y/o goteros de plastico se colectaron larvas de los criaderos naturales
del distrito La Esperanza, La Libertad, Peru. Los especimenes colectados fueron llevados al Laboratorio
de Artropodologia Parasitaria (LABARTP) de la Facultad de Ciencias Biologicas, de la Universidad
Nacional de Trujillo (UNT), para su identificacion taxondémica24; e instalados en el insectario del
LABARTP.Las larvas colectadas fueron distribuidas en bandejas (30x24x5cm) identificadas con el
nombre de la localidad, conteniendo agua declorada (agua reposada durante un minimo de 24 horas); y
alimentadas periddicamente con alimento balanceado estéril “purina”. Cuando las larvas pasaron al
estadio de pupa, estas se transfirieron a recipientes, de 12x12x5cm con agua declorada, dentro de jaulas de
crianza de 30x30x30cm (las que fueron forradas con tul tupido blanco y que disponian de una manga de
20 cm de diametro y 30 cm de largo para el manejo interno) hasta que emergieran los adultos, los cuales
fueron considerados como progenitores P.
Obtencion de huevos de la primera generacion filial (F1)25
A partir de los progenitores P, se obtuvieron huevos F1; para ello se les alimenté con una solucién
glucosada al 10% estéril (como fuente de carbohidratos) que estaban contenidos en frascos de 50 mL de
capacidad taponados con algoddén; ademas, a las hembras se les proporcioné como alimento sangre de
Oryctolagus cuniculus “conejo” para la produccion de huevos. Las colonias se mantuvieron a 26.5 + 1.5°
C, 60 = 10% de humedad relativa y un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, habitual
para la especie. En las jaulas se colocaron recipientes de ovoposicion de 6x10x5cm que contenian papel de
filtro adheridas en las paredes internas como sustrato de ovoposicion, al cual se le afiadid agua reposada
hasta una altura de 2.5 cm; los papeles se mantuvieron de 2 - 4 dias dentro del recipiente para que los
huevos logren embrionar. Posteriormente los papeles que contenian los huevos fueron secados a
temperatura ambiente y luego colocada en bandejas de agua sin clorar para la obtencion de adultos que
fue utilizado en el bioensayo.
Obtencion de larvas y adultos de Aedes aegypti cepa Rockefeller!6
Los huevos de Ae. aegypti cepa Rockefeller proporcionado por el laboratorio de Artropodologia
fueron instaladas en el insectario dentro de bandejas de porcelana de 30x24x5 cm conteniendo 1200 mL de
agua libre de cloro hasta los estadio larvario para luego ser alimentadas con alimento balanceado estéril
“purina”, para la obtencion del estadio de pupa; las cuales seran transferidas en depdsitos pequefios a una
jaula de crianza con medidas de 30x30x30 cm hasta que emerjan los adultos, cuales que seran albergados
aproximadamente 100 ejemplares con una proporcion de 25 machos para 75 hembras, lo que asegurara
una adecuada reproduccion y buena produccion de huevos, a fin de perpetuar la especie. Los adultos
fueron alimentados con una dieta a base de solucion azucarada y sangre de O. cuniculus y mantenidas a
una temperatura de 27 + 2 °C, para lo cual se utilizara un sistema de calefaccion y una humedad de 70-80
%; para la ovoposicion se acondicionaran recipientes de plastico de 10x10x5 cm. con agua libre de cloro33
y alrededor interior papel filtro. El papel conteniendo los huevos serd colocado en recipientes
acondicionados para su almacenamiento en un lugar seco y fresco, hasta su utilizacion. Las hembras de
Ae. aegypti emergidas de las pupas, serdn utilizados para la realizacion de los respectivos bioensayos para
determinar la actividad repelente a concentraciones de 25%v/v, 50%v/v, 75%v/v y 100% v/v de aceite de
R. communis.



Obtencion del aceite del endospermo de semilla de Ricinus communis!3:15

Las semillas de R. communis fueron recolectadas en las zonas de cultivo del centro poblado San
Roberto del distrito de Chao, provincia de Vira, Departamento de La Libertad, se seleccionaron
manualmente, eligiéndose las semillas secas y ausentes de magulladura que fueron identificadas en el
Herbarium Truxillense de la Universidad Nacional de Trujillo y posteriormente fueron trasladados al
Laboratorio de Ingenieria Quimica para la extraccion del aceite. Antes, las semillas se sumergieron en
agua destilada y a ebullicion por un periodo de 30 minutos para desactivar la toxina. Las semillas
“desactivadas” se sometieron a un secado al horno una temperatura de 45 °C por un tiempo de 2 horas y
luego del proceso de secado de las semillas, se procedio a su descascarillado, el cual se realizo de forma
manual con la ayuda de un mortero.

El proceso de extraccion del aceite se realizo por medio del método Soxhlet en el cual se utilizé como
solvente hexano, en una relacion masa/volumen de 1:4 por un tiempo de 2 horas y una temperatura entre
85- 86 °C. Se utilizo 300g de endospermo de R. communis. Se utilizd un mortero para triturar los
endospermos de R. communis luego se pes6 50g de muestra que se coloco dentro de bolsas de 10x8cm
hechos de gasa los cuales posteriormente fueron colocados en la camara al interior del extractor se
ensamblo las partes del equipo el balon, extractor Soxhlet, el adaptador y el refrigerante. Se procedio a
calentar el balon conteniendo 200mL de hexano a una temperatura entre 85-86°C; el proceso es ciclico,
por lo que se dejo calentado de 2 horas para extraer todos los lipidos de la muestra, pasado este tiempo se
recupero el solvente a medida que se condense en la camara de extraccion. Se enfrio el balon conteniendo
el aceite para luego colocarlo en la estufa durante una hora, con la finalidad que el hexano se evapore
completamente y se obtengan el aceite, luego de una hora en la estufa se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se anot6 el peso del balon conteniendo el aceite. Para este proceso se utilizdo un balon de
250mL, se obtuvo el peso del baléon vacio al inicio y final del proceso y se determiné el porcentaje de
aceite. El aceite extraido se coloco en frascos ambar y se refrigero aproximadamente a 10°C hasta su
ensayo.

El porcentaje de Aceite se hall6é por medio de la siguiente formula:

. Wbf-Wbi
% Aceite = Tl x100

Donde: Wbi = Peso del balon vacio (peso inicial); Wbf= Peso del balon mas la grasa (peso final); W = Peso de la muestra

Preparacion de las concentraciones de repelente (etanol) y bioensayo
Se realizaron diluciones con etanol (98.6%) a las concentraciones de 25%v/v, 50% v/v, 75% v/v y
100% v/v.
e Unidades experimentales
Se utilizaron 350 Ae. aegypti, cepa Rockefeller, 350 Ae. acgypti, poblacion natural La Esperanza, de 3
a 6 dias de edad sin alimentacidon sanguinea. Las cuales fueron colocadas en jaulas de 30x30x30 cm
(Anexo 11). Se establecid cuatro grupo experimental 25%, 50%, 75% y 100%; dos grupos controles:
Positivo con DEET 20 % (C+) utilizando un repelente sintético marca PREMIER FORTE del
Laboratorio FARMAINDUSTRIA S.A. con N° de lote 11205842 y Negativo con diluyente etanol al
98.6%(C-). Se utiliz6 30 mL de aceite ensayo. Para cada concentracion se utilizaron 50 especimenes
hembras de Ae. aegypti tanto para cepa Rockefeller como para la poblacion natural de la Esperanza; se
utiliz6 ocho O. cuniculus “conejo” y el ensayo se realizo en cuatro repeticiones
e Avidez de ingesta sanguinea
Se determin6 colocando 50 hembras de A. aegyt en estado de inanicion (3dias) dentro de una de las
jaulas de crianza que contenia a O. cuniculus “conejo” de aproximadamente 600g de peso al cual se le
dejo expuesta a la picadura las orejas previamente rasuradas. Esta actividad se realizo entre las 18 horas
hasta las 20 hs.
e Actividad repelente
Se utilizo6 las orejas de O. cuniculus, fueron desinfectadas con una solucion de etanol al 70% vy se
procedi6d dejar libre de pelos la zona a evaluar, el resto de la cabeza fue cubierto por una tela gruesa y el
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cuerpo colocado dentro de un recipiente adecuado al tamaio del conejo. 1mLdel diluyente(C-) usado en
la preparacion de la prueba de repelente se aplicé de manera uniforme con una pipeta = 22.5 cm? del area
de cada oreja del conejo (7.5x 3cm), después de secar por 2 minutos se introdujo en la jaula y se
adiciono 50 especimenes hembra previamente seleccionados, durante 3 minutos a intervalos de 30
minutos por 3.5 horas); del mismo modo se procedi6 con el control (+)(Anexo 12) y las concentraciones a
evaluar. Luego se contd el nimero de picaduras en las orejas control durante 3 minutos cada 30
minutos!®, Este ensayo fue realizado en cuatro repeticiones con mosquitos diferentes para cada
concentracion experimental.

e Tiempo de proteccion
El tiempo de proteccion, es el tiempo que trascurre desde la aplicacion del producto hasta que ocurra la
primera picaduratt4!l, Se estimé el tiempo de proteccion del aceite por cada concentracion y al que
presento actividad repelente satisfactorio (tiempo de proteccion >180min)25.26,
Calculo del porcentaje de repelencia (PP)
Se realiz6 el recuento de mosquitos que son repelidos en cada uno de los ensayos. El porcentaje de
repelencia, fue calculada de acuerdo con la férmula2e:

_ NC-NT
~ NC

PP

Donde:
Nc= Numero de picaduras en el control en determinado periodo de tiempo; Nt= Numero de picaduras en el tratado en el mismo
periodo.

x 100

Analisis de datos

Los resultados obtenidos de la actividad repelente del aceite de R. communis en Ae. aegypti fueron
sometidos al analisis de varianza ANOVA y una prueba de comparacion de medias TUKEY programa
SPSS VERSION 20.0 con un grado de significancia de 0,05 a fin de determinar las diferencias entre las
concentraciones y el grupo control.

RESULTADOS

El porcentaje de repelencia contra las picaduras de Ae. aegypti cepa Rockefeller se obtuvo mayor
repelencia para la concentraciones del 100%, con un porcentaje de repelencia de 86% (Fig 1)
encontrandose diferencias significativas con las demés concentraciones (P<0.05), sin embargo valores
similares al control positivo(DEET al 20%) no encontrandose diferencia significativa entre ellos para un
tiempo de proteccion de hasta 180 minutos (Fig. 2)

En relacion al Porcentaje de repelencia contra Ae aegypti cepa Rockefeller hay incremento a medida que
aumenta la concentracion del aceite de R communis (Fig.3) y disminuye con el aumento del tiempo de
proteccion (Fig. 4).

Respecto de la variacion del porcentaje de repelencia contra las picadura de Ae. aegypti poblacién
natural La Esperanza, se encontr6 actividad repelente para las concentraciones de 50, 75 y 100% (Fig. 6)
no encontrandose diferencias significativa entre ellas (P>0.05), y con un tiempo de proteccién mayor
>180 minutos (Fig. 5). Adicionalmente la concentracion del 100% de aceite de R. communis tuvo
valores de repelencia similares al control positivo (DEET al 20%) no encontrandose diferencia
significativa entre ellos (p>0.05) (Fig. 6).

En relacion al Porcentaje de repelencia contra Ae aegypti poblacion natural La Esperanza incrementa a
medida que aumenta la concentracion del aceite de R.communis (Fig. 7) y disminuyen con el aumento del
tiempo de proteccion (Fig. 8).
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Fig. 1. Porcentaje de Repelencia que brindaron las diferentes concentraciones de aceite de Ricinus communis en
tres tiempos de Proteccion contra Aedes acgypti cepa Rockefeller (P<0.05)
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Fig 2. Tiempo de evaluacion del porcentaje de repelencia de las concentraciones del aceite de Ricinus communis
contra Aedes aegypti cepa Rockefeller a los 180 minutos (a, b, ¢, d= representatividad: letras iguales, p<0,05).
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Fig.3. Relacion entre el Porcentaje de repelencia contra Aedes aegypti cepa Rockefeller y las concentraciones del
aceite de Ricinus communis (p<0,05).
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Fig 4. Relacion entre el porcentaje de repelencia contra Aedes aegypti cepa Rockefeller y el tiempo de proteccion
utilizado para la evaluacion de las concentraciones del aceite de Ricinus communis (p<0,05).
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Fig. 5. Porcentaje de Repelencia que brindaron las diferentes concentraciones de aceite de Ricinus communis en
tres tiempos de proteccion contra la contra Aedes aegyptipoblacion natural La Esperanza (p<0,05).
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Fig 6. Tiempo de evaluacion del porcentaje de repelencia de las concentraciones del aceite de Ricinus communis
contra Aedes aegypti poblacion natural La Esperanza a los 180 minutos (a, b, ¢, d= representatividad: letras iguales,
p<0,05).
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Fig.7. Relacion entre el Porcentaje de repelencia contra Aedes aegypti poblacion natural La Esperanza y las
concentraciones del aceite de Ricinus communis (p<0,05).
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Fig 8. Relacion entre el porcentaje de repelencia contra Aedes aegypti poblacion natural La Esperanzay el tiempo
de proteccion utilizado para la evaluacion de las concentraciones del aceite de Ricinus communis (p<0,05).



DISCUSION

La mayor actividad repelente del aceite del endospermo de R. communis obtenido en este trabajo
contra las picaduras de Ae. acgypti se obtuvo para poblacion natural La Esperanza con un tiempo de
proteccion mayor e igual a los 180 minutos para la concentracion del 50, 75 y 100% (Fig 5), adicional a
esto la concentracion del 100% obtuvo valores similares al repelente sintético DEET (p>0.05), no
encontrandose diferencia estadistica significativa entre ellos. Estos resultados son similares a los
reportados por Sai et al?6, mostraron que R. communis tiene actividad repelente para un tiempo de
proteccion de 4 horas contra mosquitos. Segin lo propuesto por Nieves et al?’, para seleccionar una
concentracion que sea considerada como repelente, es necesario un tiempo de proteccion mayor o igual a
los 180 minutos. Sin embargo, existe una leve tendencia a la disminucion de la actividad repelente con el
aumento del tiempo de exposicion, este hecho puede ser atribuido a la alta volatilidad de los metabolitos
presentes en los aceites.

Los resultados obtenidos en diversos estudios de la actividad insecticida de diferentes partes de la
planta de R. communis estan respaldados por diversas publicaciones!527, como el obtenido a partir de
hojas y evalud su actividad rnsecticida en Plodia interpunctelia a tres concentraciones de las cuales la
concentracion del 15% logro la mortalidad de todas las larvas y actué en un tiempo adecuado cuando la
poblacion de la plaga fue moderada. Ramos et al4” determind la actividad insecticida e insectistatica
contra Spodoptera fiugiperda, con mejor tratamiento para el extractos acuosos de semilla seguido por el
de hoja a nivel de la concentracion de viabilidad larval cincuenta (CVL50) con 7.40x103 mg/mL-! y
2.55%103 mg/mL-! respectivamente.

Segun Upsani et al.27 el efecto insecticida del extracto de R. communis no se atribuye unicamente a un
compuesto activo si no a una mezcla de compuestos y a la proporcidon en que estos se encuentran en el
extracto, o también estd directamente relacionado con el origen del material vegetal o variedad utilizada
asi como las condiciones climaticas y edaficas bajo las cuales se desarrollan las plantas.

Estudios realizados para determinar la actividad repelente de R. communis han sido reportados contra
Apion sp “picudo del ejote”, Conotrachelus sp “picudo de la guayaba “, utilizando macerado acuoso de
toda la planta al 10% y un producto comercial VIORAM (aceite de higerilla); asimismo, se obtuvo
repelencia contra Acromyrmex [lundi “hormiga negra comun” apartir de extractos acetonicos y
acuosos!®1415. Sus propiedades repelente contra insectos también han sido reportados cuando se
evaluaron la repelencia de extractos hidroetanolicos de las hojas y semilas de R. communis contra
Scyphophorus acupunctatus obteniendo mayor repelencia en las hojas26:27.

Se han identificado moléculas repelentes en la planta de R. communis como flavonoides: quercetina,
quercitrina y rutina en extracto hidroetanolico de las hojas; a su vez la quercetina asilado de extractos
acuosos de hojas tiene efecto insecticida, ovicida y disuasor de la ovoposicion frente a Callosobruchus
chinensis L.”gorgojo chino del frijol” reportado por Upasani et al.28:29.30,

Segun los resultados se obtuvo actividad repelente del aceite extraido del endospermo de R. communis,
lo cual indica que presenta sustancias quimicas que producen cierto rechazo frente a los mosquito de Ae.
aegypti, esto se deberia a la presencia de moléculas como el acido linoleico, oleico contenidos en el
aceite!1516 y se han indicado en la muerte y repelencia de cucarachas; asimismo las lectinas que se han
detectado principalmente en los cotiledones y endospermo de R. communis constituyendo entre el 2 y
10% del total de sus proteinas segin Bencomo y Alvarez et al.28; todos estos moléculas son capaces de
irritar el sentido del olfato y perder la orientacion hacia su huésped, lo cual indica que esto estaria
sucediendo con los mosquitos de Ae. aegypti sin embargo son necesarios futuros estudios para identificar
su papel y los diversos mecanismos fisiologicos con el insecto involucrados en la atraccion hacia el
hospedador!2.13,

Las lectinas son un grupo heterogéneo de proteinas agrupadas por su habilidad de reconocer y unirse a
carbohidratos con una alta especificidad; se ha reportada su accion insecticida frente a la mosca
domestica; asi como capaz de evitar el desarrollo de plagas en diferentes plantaciones?28.29:30,



La repelencia producida por el DEET es debido al bloqueo de receptores del acido lactico lo que
produce la interferencia del vuelo de los mosquitos lo que resulta en la pérdida del hospedero. El 4cido
lactico esta presente en el olor y sudor de animales de sangre caliente, que es atractivo para las hembra de
Ae. aegypti, en estudio de comportamiento del acido lactico este es esencial para las picaduras de este
mosquito, pero por si solo es ligeramente atractivo para este, lo que indica un sinergismo con otros
componentes del olor humano30.

El mecanismo de accion de los repelentes botanicos no se conoce con exactitud, pero podria estar
actuando por una accion mixta de un efecto desagradable sobre las terminaciones sensitivas de los insectos
y por un bloqueo de la percepcion quimica que utilizan para orientarse, Dickens et al.2 mostraron que
Citronela interactua con dos vias moleculares distintas para mediar la repelencia: el co- receptor olfativo y
el canal TRPA1 en Anopheles gambiac'y Drosophila melanogaster. El mecanismo de accion del
Icaridin derivado de la pimienta se basa en interferencia en los receptores especificos de los insectoss7.

La actividad repelente sobre Ae. aegypti cepa Rockefeller mostré una proteccion de repelencia del
86% a los 180 minutos, porcentaje menor al proporcionado por la poblacion natural La Esperanza, esto
podria deberse a que la cepa Rockefeller ha sido conservada en ambiente donde puede haber estado en
contacto con sustancias quimicas lo cual podria haber influido en algun tipo de resistencia o cambio
genético que interfiera en la actividad repelente del aceite de R. communis. Multiples son los factores que
influyen en la actividad repelente, entre ellos la especie de insecto, resistencia, densidad y los mecanismos
bioquimicos involucrados en la atraccion hacia el hospedador; ademas, de los factores propios del aceite y
del ambiente?5.26.

El mayor porcentajes de repelencia por la cepa Rockefeller fue obtenido por la concentracion del  100%
porcentaje similares proporcionado por repelente sintético DEET, no mostrando diferencia significativa
entre ellos (p>0.05), sin embargo mostraron diferencias significativas con las demds concentraciones.

Para el proceso de extraccion del aceite del endospermo de R. communis se utilizé el Método Soxhlet el
disolvente adecuado para este proceso fue el hexano, consideracion hecha no solamente por la calidad del
producto obtenido, sino también por sus caracteristicas fisicas que presenta el producto al final de la
extraccion. La temperatura optima utilizada fue entre 85-86°C, con un goteo constante de 70 — 80 gotas
por minuto, cabe sefialar que a temperaturas menores de 85°C, es insuficiente para realizar la
condensacion del disolvente y a temperatura de 86°C, el proceso se agiliza, sin embargo la calidad del
producto se ve afectada debido a la oxidacién que sufre por la elevada temperatura, corriendo ademas
riesgo debido a las propiedades del solvente*t. Para las semillas de R. communis se obtuvo un 42% de
aceites.

Se utilizd etanol como diluyente en la preparacion de las diluciones para obtener las diferentes
concentraciones ensayo, por su afinidad polar que presenta con las moléculas activas sobre insectos
ademas de los practico para prepararse y ser aplicado, practica aprobada por las Normas Internacionales
para el Manejo Ecolégico y Organico de plagas en la Produccién Vegetal y Procesamiento de
Subproductos Agricolas2930.31,

Segun Parra et al* los repelentes ademas de ser usados en su estado natural han sido muy cominmente
incorporados en lociones, cremas, pastas u otras preparaciones, ya sea para facilitar su aplicacion o para
garantizar un efecto mas duradero. Caracteristica que permitiria enfocar el uso del aceite de R. communis
por sus propiedades cosméticas al contener en su composicion el acido ricinoleico, importante materia
prima industrial para numerosos productos por sus propiedades cicatrizante, antipruritico,
antiinflamatoria, hidratantes, antioxidantes, antibacteriano y antifingico.

Poco son los estudios del aceite de R. communis como repelente frente a las picaduras de Ae aegypti, y
dada la importancia principal de enfermedades tropicales como dengue es fundamental el uso de
repelentes de origen botanico por sus caracteristicas de ser seguros para el uso humano y el medio
ambiente asi mismo de las propiedades que posee para ser usado en la industria cosmética. Para finalizar,
es importante destacar el papel del R. communis como modelo para estudios de actividad repelente.
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CONCLUSIONES

El aceite del endospermo de Ricinus comnunis tiene actividad repelente en las concentraciones de
25,50, 75y 100%v/v.

La mayor actividad repelente se tuvo para la poblacion natural La Esperanza para la concentracion
del 100%v/v con un tiempo de proteccion de 180 minutos.
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RESUMEN

El registro de plantas y sus utilidades en la cultura popular tradicional es de suma importancia en paises con una
gran diversidad y tradicionalidad, como el Pert. Se documento la importancia de las especies vegetales utilizadas
por los pobladores de Berlin, Distrito de Bagua Grande, Provincia de Utcubamba, Departamento de Amazonas,
desde noviembre del 2011 a mayo del 2012. Se realizaron excursiones y convivencia con los pobladores para obtener
datos etnobotanicos en base a encuestas y colectar ejemplares de interés. El trabajo de gabinete se realizd en el
Herbario de la Universidad Nacional de Trujillo (HUT), ademas, se realizaron anélisis cuantitativos del indice de
Valor de Uso (IVU) y Sumatoria de Usos. Se determinaron especies de las familias: Asteraceae, Fabacea,
Euphorbiaceae, Rosaceae, Piperaceae, Solanaceae, Rubiaceae, Myrtaceae, Lamiaceae, Scrophulariaceae, de las
cuales la primera fue la mejor representada seguida por Solanaceac y Rosaceae. Las especies registradas fueron
clasificadas en 13 categorias de uso, la que presentdé mayor numero de especies fue la categoria de plantas
medicinales con 60 especies del total registrado, seguida por plantas alimenticias con 29 y 11 de uso para la
construccion.

Palabras clave: etnobotanica, plantas utiles, Berlin (Amazonas, Peru).
ABSTRACT

The registration of plants and utilities in the traditional folk culture is very important in countries with a high
diversity and traditionalism, like Peru. The importance of plant species used by the residents of Berlin, Bagua
Grande District, Province of Utcubamba, Amazonas Department, from November 2011 to May 2012. Excursions
and coexistence with villagers for ethnobotanical data based on surveys and collect specimens of interest were
conducted. The cabinet work was done in the Herbarium of the National University of Trujillo (HUT) further
quantitative analysis Using Value Index (UVI) and Sum of uses were performed. Asteraceae, Fabacea,
Euphorbiaceae, Rosaceae, Piperaceae, Solanaceae, Rubiaceae, Myrtaceae, Lamiaceae, Scrophulariaceae, of which
the first was the best represented, followed by Solanaceae and Rosaceae: species of the families were determined.
The species recorded were classified into 13 categories of use, which presented the highest number of species was
the category of medicinal plants with the total 60 species recorded, followed by food plants with 29 and 11 use for
construction.

Keywords: ethnobotany, useful plants, Berlin (Amazonas-Pert).



INTRODUCCION

Las caracteristicas de los trabajos originales sobre las propiedades de las plantas medicinales en el Peru
indican que de 57 especies, las mas investigadas fueron Lepidium sp. “maca”, Croton palanostigma
“sangre de grado”, Calophyllum brasiliense “lagarto caspi” y Smallanthus sonchifolius “yacon” y que los
usos mas comunes fueron los nutritivos, antineoplasicos, antioxidantes, hipoglicemiantes e hipotensor
arteriales!. Las plantas silvestres, por su lado, representan en muchos paises en desarrollo una fuente
importante de alimentos; por ello, muchas iniciativas coinciden en que el conocimiento de estas plantas es
fundamental para intensificar los esfuerzos para conservar bosques o tierras forestales y hacerlos mas
productivos2.

La etnobotanica y botanica econdomica en los Andes del Peri parecen estar mediados por la necesidad
de encontrar alternativas a los problemas de salud local y a no perder el conocimiento tradicional de las
plantas. Los departamentos donde se han llevado a cabo mayor niimero de investigaciones son: Cuzco
(40), Ayacucho (12) y Arequipa (11) para la zona sur; Ancash (26) y Lima (11) para la zona centro y
Lambayeque (19), Cajamarca (16) y La Libertad (13) para la zona norte3. En el sur, se identifico 507
especies de plantas reunidas en 319 géneros y 112 familias y se determin6 que las plantas silvestres y
cultivadas desempenian papeles vitales en los rituales, el mito, el disefio y la ecologia local4. En el Jardin
Botanico Arboretum el Huayo (JBAH), a través de encuestas realizadas a la poblacion involucrada en el
area de influencia, se registrd a 256 especies vegetales usadas en medicina tradicional, construcciéon y
alimentacion’; Asimismo, en el Bosque Seco del Area de Conservacion Privada Chaparri (Lambayeque)
se registraron 122 taxa de plantas utiles, 103 géneros y 45 familias, de utilidad humanas¢.

Los bosques de la selva peruana cubren un 59 % del territorio peruano y constituyen el habitat de las
poblaciones nativas de la Amazonia’ y son mucho maés ricos en diversidad de especies que cualquier otro
bosque tropical del planeta. Muchas especies, aproximadamente 500 especies de plantas nativas,
domésticas y silvestres, son utilizadas por los pobladores para diversos efectos como plantas alimenticias,
medicinales, en la fabricacion de artefactos domésticos, elaboracion de artesanias, como colorantes,
especias, etc.89.

Los bosques montanos son designados como “Selva Alta”, se caracterizan por sus temperaturas que
oscilan entre los 9 y 25°C, alta incidencia de neblinas y por lo tanto gran humedad segun sea el tipo de
formacion vegetal; las lluvias en estos bosques son abundantes en casi todo el afio, con un periodo
considerado de “verano” o “secano” en los meses de agosto hasta octubre, donde las lluvias se suspenden
por algunos dias y alternan con lluvias moderadas; la vegetacion progresivamente cambia sin tener una
clara delimitacion de una a otra zona de vida. Son de enorme importancia desde el punto de vista
hidrolégico forestal, de diversidad biologica y cultural, por que han sido y son usados por muchas tribus
de la Amazonia; estos bosques albergan muchas especies de plantas de importancia econdmica de los tipos
maderables, medicinales, ornamentales, alimenticios y tintoreos!?.

El caserio de Berlin, Amazonas, se encuentra rodeado de bosques montanos dentro de los cuales esta el
actual Area de Conservacion Privada “Bosque Berlin”, que hace referencia a su importancia desde el
punto de vista de la gran diversidad biologica y aspectos culturales; es refugio de una gran diversidad
faunistica; la actividad econémica predominante es la agropecuaria, ademas el caserio por su ubicacion
permite que la poblacion haga uso principalmente de los bienes y servicios que este ofrece!s.
Recientemente, se han iniciado estudios de la flora, registrandose mas de 50 especies de pteridofitas,
plantas de importancia economica, como Podocarpus oleifolius “saucesillo”, Croton sp. “sangre de
grado”, Cinchona sp. “cascarilla”, Physalis peruviana “tomatito”!!,

Sin embargo, los estudios respecto de la biodiversidad son incompletos y no permiten tener la
informacién adecuada para la proteccion de estos ambientes. La presente investigacion estuvo dirigida a
determinar las especies vegetales utiles presentes en Berlin (Amazonas) y su forma de uso.



MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

El estudio se realizdo en el caserio de Berlin, con una altitud que va desde los 2000-2500 msnm,
pertenece al Distrito de Bagua Grande, Provincia de Utcubamba, Departamento de Amazonas!? (Fig. 1).

Su clima es templado en la parte intermedia y frigida en la parte alta, registrando una estacion lluviosa
que se inicia en los meses de octubre y noviembre, con declinaciones en el mes de diciembre y abril,
presentandose luego una estacion de verano en los meses de mayo a septiembre. La temperatura varia de
22°C a 12°C en la parte alta; pertenece a la ecoregion de las Yungas, conocida también como “Ceja de
Selva”, “Selva Alta” o Bosque de “Neblina”, con vegetacion basicamente arborea, acompafiada con una
densa cubierta de plantas epifitas, como helechos, bromelias, araceas y orquideas!2.
Estudio de campo:

Se realizd encuestas sobre el uso de las plantas utiles a los pobladores de Berlin, el nimero de
encuestados se determin6é de acuerdo a la siguiente formula:

n - nyl+ns/N

Donde: N = tamafio de la poblacion (60); n = tamafio de la muestra; no - 384.16. Por lo tanto el nimero de encuestados
fue a 52 pobladores.

Las plantas mencionadas por los pobladores fueron colectadas y se tomaron los datos in sifu de habitat,
forma de uso, registros fotograficos, tomando un minimo de dos muestras para cada especie, las que se
preservo en una solucion de alcohol al 10%.

En cuanto a la etnoclasificacion de especies se ha tenido en cuenta la elaborada por Cardenas et al.13,
donde mencionan 13 categorias de uso.
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“MANANTIAL "VISTA HERMOSA

LORETO

NUEVO ORIENTE 4|

SAN JUAN DE CHOTA
* NUEVA ALIANZA
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Fig. 1. Ubicacion del poblado de Berlin (asterisco) en el distrito de Bagua Grande, provincia de Utcubamba,
departamento de Amazonas, Perti, donde se evaluo y registro a la flora de utilidad para la poblacién humana.



Estudio de gabinete:

Se desarrolld en el Herbarium Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo. La
determinacion de las especies se realizdé con ayuda de literatura especializada!4 y por comparaciéon con
muestras presentes en el Herbario. Se analizaron los datos obtenidos y se elabord el informe.
Sistematizacion de la informacion:

Con los datos obtenidos de las encuestas se realizé la sumatoria de usos; este enfoque plantea que cada
uso mencionado para una especie determinada, contribuye al valor total de importancia de dicha especie!>
y el Indice de Valor de Uso (IVU), que expresa la importancia o valor cultural de una especie determinada
para todos los informantes a través de la formula!é:

U,
IVU(S — Z is

153

Donde: Uis es el nimero de usos mencionados por el informante (i) para la especie (s), en cada entrevista; y nis es el nimero
de entrevistas con dicho informante para la especie.

Asi el valor de uso de cada especie para cada informante es definido como la relacion entre el nimero de
usos mencionados en cada entrevista y el nimero de entrevistas realizadas para cada especie. Para estimar
el indice de valor de uso general de cada especie para todos los informantes (IVU), sera el valor promedio
por informante para cada especie!”.

RESULTADOS

Se reportan 38 familias con 77 especies vegetales utilizadas por los pobladores de Berlin (Bagua Grande,
Utcubamba, Amazonas), siendo la familia Asteraceae la mayor representada con 13 especies (17%),
seguida de Solanaceae y Rosaceae con 5 especies cada una (6 %), fueron clasificadas en 13 categorias de
uso y la que presenté mayor niimero de especies fue la categoria de plantas medicinales con 60 especies
del total registrado (Tabla 1, Fig. 2).

Las 60 especies de plantas de uso medicinal estan agrupadas en 29 familias, donde la familia Asteraceae
es la mejor representada (13 especies y Arfemisia absinthium “ajenjo”, Phyllanthus niruri “chancapiedra”
y Pisidium guajaba “huayaba” poseen un indice de valor de uso elevado en formas de cocimientos,
infusiones y empleo en modo directo (Tabla 2).

Se registraron, asimismo, 29 especies de uso alimenticio agrupadas en 18 familias. Se destacan los altos
valores de uso (IVU) en Foeniculum vulgare “hinojo”, Colocasia esculenta “pituca”; las formas de
alimentacion consumidas directamente son los tubérculos, frutas, especias, hojas en ensaladas, como t¢;
entre otras (Tabla 3).

En la categoria de uso para la construccion se registraron 11 especies agrupadas en ocho familias,
consideramos especies que son usadas en la edificacion de viviendas, vigas, para techos, marcos de las
ventanas y puertas (Tabla 4).

En la categoria de uso de plantas toxicas se determind especies que causan dafio al ganado, provocandole
afecciones muy fuertes y a veces la muerte: se registraron ocho especies agrupadas en cinco familias
(Tabla 5). Por su parte, en la categoria de uso de plantas como combustible se registraron cinco especies
en cinco familias: se utiliza los arboles, hojas secas y arbustos usados para lefia, también se utilizan como
incienzo (Tabla 6).

En la categoria de uso de plantas como forraje se registraron cuatro especies en cuatro familias, el
ganado es alimentado con los tallos, hojas sobrantes de las cosechas de los principales cultivos y algunos
pastos (Tabla 7). En la Tabla 8 se registraron las especies con propiedades abortivas. Estas especies en
infusiones o cocimientos en altas concentraciones traen como consecuencia los abortos. Asimismo, se
registraron plantas usadas como ornamentales. Las especies usadas con este fin son las que presentan
estructuras peculiares o llamativas como las flores, en la mayoria de los casos las que resultan atractivas a
simple vista. Se registraron 5 especies en 4 familias (Tabla 9).



En la categoria de plantas usadas como biocidas se registraron 5 especies en 4 familias. Utilizadas como
insecticidas, plaguicidas (Tabla 10). En la Tabla 11 se registraron las plantas usadas con fines culturales.
El caserio de Berlin es un lugar donde atin se conservan las tradiciones y costumbres. Se realizan las
predicciones futuras, y varios rituales con diferente finalidad. Se registraron 4 especies en 4 familias.

En la categoria de plantas usadas como cerco se reporté a la especie Alnus acuminata “aliso”, se utiliza
delimitando las chacras (Tabla 12). Asimismo, en la categoria de plantas usadas como colorantes se
registraron 4 especies en 4 familias. Los tintes son obtenidos de raices, hojas, flores y frutos para tefiir la
lana de ganado ovino y los tejidos (Tabla 13). Las plantas con usos especificos incluyen a cinco especies
agrupadas en cuatro familias usadas para aromatizar el ambiente o como perfume (Tabla 14).

Tabla 1. Especies vegetales utilizadas por los pobladores de Berlin (Bagua Grande, Utcubamba, Amazonas),
nombres comunes y usos.

FAMILIA ESPECIE NOMBRE USOS (*)
COMUN

AMARANTHACEAE Iresine sp. “cachurro negro” Ots
ANNONACEAE Annona cherimola “chirimoya” Al;Med, Vet
APIACEAE Foeniculum vulgare “hinojo” Al;Med;Tox;Per

Ciclospermun leptophyllum “culantrillo” Al:Med
ARACEAE Colocasia esculenta “pituca” Al;Med
ASTERACEAE Artemisia absinthium “ajenjo” Med;Al, Abortivo, Tox

Bidens pilosa “cadillo” Med,Tox,Maleza

Dahlia pinnata “dalia” Orn,Med

Tagetes minuta “huacatay” Al;Med,Bioc,Tox

Cichorium intybus “achicoria” Al;Med

Baccharis trinervis “chilca” Med

Spilanthes letocarpa “nelia” Med;Tox

Sonchus oleraceus “cerraja” Med

Ambrosia peruviana “marco, altamisa” Med;Bioc

Smallanthus sonchifolius “llacon” Al,Med

Achyrocline alata “ishpingo” Med

Tagetes erecta “achinga” Med,Orn

Tagetes patula “rosa de muerto” Cul;Med
VERBENACEAE Verbena littoralis “verbena” Cul;Med,Al
BETULACEAE Alnus acuminata “aliso” Const,For,Crc,Col,Med,Com
MALVACEAE Ochroma pyramidale “arbol de linaza” Const

Sida spinosa “sida” Med
BRASICACEAE Roripa nasturtium aquaticum “berro” Al, Med
CAPRIFOLIACEAE Sambucus peruviana “sauco” Med,Cercos,Bioc,Const,Al
CARYOPHYLLACEAE Dianthus caryophyllus “clavel” Orn,Med
CHENOPODIACEAE Chenopodium ambrosiodes “paico” Al;Med,Biocida
EUPHORBIACEAE Phyllanthus niruri “chancapiedra” Med

Ricinus communis “higuerilla” Med.Tox

Croton sp. “sangre de grado” Med,Const
ERICACEAE Cavendishia bracteata “mufiuiio” Med

Gaultheria procumbens “pirgay” Al,Med,Perf

“pajuro” Al,Med,Const,Comb

FABACEAE Erythrina edulis

Trifolium repens “trebol blanco” For

Trifolium amabile “trebol rojo” For

Desmodium adcendes “pie de perro” Med
HYDRANGEACEAE Hydrangea macrophylla “hortensia” Orn
JUGLANDACEAE Juglans neotropica “nogal” Med,Al,Const,Comb,Color
LAMIACEAE Mentha spicata “hierba buena” Al,Med

Salvia sagittata “chochocon azul” Al,Med

Minthostachys mollis “chanhua” Al,Med,Biocida

Mentha aquatica “menta” Al,Med




LINACEAE
LORANTHACEAE
LYTHRACEAE
MONIMIACEAE
MYRSINACEAE

MYRTACEAE

PIPERACEAE

PLANTAGINACEAE
POACEAE
PODOCARPACEAE
POLYGALACEAE
RANUNCULACEAE
ROSACEAE

RUBIACEAE

SCROPHULARIACEAE

SOLANACEAE

STYRACACEAE
THEACEAE
VISCACEAE

Linum usitatissimum
Oryctanthus alveolatus
Cuphea ciliata
Siparuna suaveolens
Myrsine oligophylla
Myrsine manglilla
Myrcianthes fragans

Pisidium guajaba
Myrcianthes myrsinoides

Piper aduncum
Peperomia sp. 1
Peperomia sp.2
Plantago major
Paspalum racemosum
Podocarpus oleifolius
Polygala paniculata
Ranunculus praemorsus
Duchesnea alchenilla indica
Rosa canina

Fragaria vesca
Eriobotrya japonica
Rubus roseus

Richardia coldenioides
Guettarda sp.
Psychotria sp.
Cinchona sp.

Castilleja arvensis
Calceolaria sp.
Physalis peruviana
Solanum melongena
Cestrum auriculatum
Solanum americanum
Nicotiana tabacum
Styrax sp.
Ternstroemia sp.
Phoradendrom punctatum

“linaza”

“suelda con suelda”
“hierba del toro”
“afiashquero”

“toche colorado”
“chachacora”

“lanche pequefio y
grande”
“huayaba”
“lanche
rumilanchi”
“matico”
“chulco amarillo”
“congona”

“llantén”

“fudillo”

“romerillo saucecillo”
“canchalagua”
“centella”

“fresa silvestre”
“rosa”

“fresa comun”
“nispero”

‘“zarza mora”

dulce

“agachul”
“cascarilla”
“maciso”

“arbol de la quina”
“sangre de toro”
“boca de sapo”
“tomatillo silvestre”
“berenjena”

“hierba santa blanca”
“cuchay”
“tabaco”
“palo blanco”
“chachacoma”
“suelda con
amarillo”

suelda

Med,Al

Med

Med,Col
Cul;Med,Comb
Const

Const

Al

Al,Const,Med,Comb,Col
Al,Med

Med
Med
Med
Med

For
Constr
Med
Med, Tox
Al
Orn,Med
AlMed
Al
AlMed

For

Const
Cult,Med,Tox
Med,Const
Med

Med

AlMed
Med,Al

Med

Med
Med,Bioc,Abor
Comb,Cult
Comb

Med

*: Ab : abortivo ; Al :alimenticio; Bioc: biocida; Cre: cerco ;Col :colorante ;Comb :combustible ;Const :construccion ;Cul: cultural; Forr :forraje

;Med :medicinal; Orn: ornamental; Tox :toxico; Ots.: otros.
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= FABACEAE
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Fig. 2. Representatividad de familias de plantas ttiles en el caserio de Berlin (Bagua Grande, Utcubamba,
Amazonas), de acuerdo al porcentaje de especies.



Tabla 2. Plantas medicinales, sumatoria de usos e indice de valor de uso en Berlin (Bagua Grande, Utcubamba,

Amazonas).

FAMILIA ESPECIE NOMBRE COMUN > USOS Ivu
ANNONACEAE Annona cherimola “chirimoya” 3 0.0576
APIACEAE Foeniculum vulgare “hinojo” 5 0.0961
Ciclospermun leptophyllum “culantrillo” 6 0.1153
ARACEAE Colocasia esculenta “pituca” 2 0.0384
ASTERACEA Artemisia absinthium “ajenjo ” 11 0.2115
Bidens pilosa “cadillo ” 5 0.0961
Dahlia pinnata “dalia” 6 0.1153
Tagetes minuta “huacatay” 2 0.0384
Cichorium intybus “achicoria” 5 0.0961
Baccharis trinervis “chilca” 5 0.0961
Spilanthes leiocarpa “nelia ” 1 0.0192
Sonchus oleraceus “cerraja” 5 0.0961
Ambrosia peruviana “marco, altamisa” 1 0.0192
Smallanthus sonchifolius “llacon ” 1 0.0192
Achyrocline alata “ishpingo” 1 0.0192
Tagetes crecta “achinga” 2 0.0384
Tagetes patula “rosa de muerto” 3 0.0576
VERBENACEAE Verbena littoralis “verbena” 1 0.0192
BETULACEAE Alnus acuminata “aliso” 4 0.0769
BRASICACEAE Roripa nasturtium aquaticum “berro” 7 0.1346
CAPRIFOLIACEAE Sambucus peruviana “sauco” 4 0.0769
CARYOPHYLLACEAEE Dianthus caryophyllus “clavel” 4 0.0769
](EIHENOPODIACEAE Chenopodium ambrosiodes “paico” 4 0.0769
EUPHORBIACEAE Phyllanthus niruri L . “chancapiedra” 8 0.1538
Ricinus communis “higuerilla” 3 0.0576
Croton palanostigma “sangre de grado” 5 0.0961
ERICACEAE Cavendishia bracteata “mufiufio” 1 0.0192
Gaultheria procumbens “pirgay” 2 0.0384
FABACEAE Erythrina edulis “pajuro” 2 0.0384
Desmodium adcendes “pie de perro” 3 0.0576
JUGLANDACEAE Juglans neotropica “nogal” 3 0.0576
LAMIACEAE Mentha spicata “hierba buena” 2 0.0384
Salvia sagittata “chochocon azul” 3 0.0576
Minthostachys mollis “chanhua” 2 0.0384
Mentha aquatica “menta” 1 0.0192
LINACEAE Linum usitatissimum “linaza” 5 0.0961
LORANTHACEAE Oryctanthus alveolatus “suelda con suelda” 3 0.0576




LYTHRACEAE

MALVACEAE

MYRTACEAE

PIPERACEAE

PLANTAGINACEAE

POLYGALACEAE

RANUNCULACEAE

ROSACEAE

RUBIACEAE

SCROPHULARIACEAA

SOLANACEA

VISCACEAE

Cuphea ciliata
Sida spinosa
Pisidium guajaba
Myrcianthes myrsinoides
Piper aduncum
Peperomia sp.
Peperomia sp.
Plantago major
Polygala paniculata
Ranunculus praemorsus
Rosa canina
Fragaria vesca
Rubus roseus
Psychotria sp.
Cinchona pubescens
Castilleja arvensis
Calceolaria
Physalis peruviana
Solanum melongena
Cestrum auriculatum
Solanum americanum
Nicotiana tabacum

Phoradendrom punctatum

“hierba del toro”
“sida”

“huayaba”

“lanche dulce rumilanchi”
“matico”

“chulco amarillo”
“congona”
“llantén”
“canchalagua”
“centella”

“rosa”

“fresa comun”
“zarza mora”
“maciso”

“arbol de la quina”
“sangre de toro”
“boca de sapo”
“tomatillo silvestre”
“berenjena”

“hierba santa blanca”
“cuchay”

“tabaco”

“suelda con suelda

amarillo”
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0.0192
0.0192
0.1538
0.0384
0.1153
0.0192
0.0192
0.0961
0.0192
0.0192
0.0769
0.0576
0.0192
0.0192
0.1153
0.0576
0.0192
0.0576
0.0769
0.0769
0.0576
0.0576
0.0192

Tabla 3. Plantas Alimenticias, sumatoria de usos ¢ indice de valor de uso en Berlin (Bagua Grande, Utcubamba,

Amazonas).
FAMILIA ESPECIE NOMBRE COMUN > USOS 1VU
ANNONACEAE Annona cherimola “chirimoya” 1 0.0192
APIACEAE Foeniculum vulgare “hinojo” 3 0.0576
Ciclospermun leptophyllum “culantrillo” 1 0.0192
ARACEAE Colocasia esculenta “pituca” 3 0.0576
“ajenjo ”
ASTERACEA Artemisia absinthium 2 0.0384
Tagetes minuta “huacatay” 1 0.0192
Cichorium intybus “achicoria” 1 0.0192
Smallanthus sonchifolius “llacon ” 1 0.0192
VERBENACEAE Verbena littoralis “verbena” 1 0.0192
BRASICACEAE Roripanasturtium aquaticum “berro” 1 0.0192
CAPRIFOLIACEAE Sambucus peruviana “sauco” 1 0.0192
CHENOPODIACEAE Chenopodium ambrosiodes “paico” 1 0.0192
ERICACEAE Gaultheria procumbens “pirgay” 1 0.0192
FABACEAE Erythrina edulis “pajuro” 2 0.0384
JUGLANDACEAE Juglans neotropica “nogal” 1 0.0192




LAMIACEAE

LINACEAE

MYRTACEAE

ROSACEAE

SOLANACEA

Mentha spicata
Salvia sagittata
Minthostachys mollis
Mentha aquatica
Linum usitatissimum
Myrcianthes fragans
Pisidium guajaba
Mpyrcianthes myrsinoides
Duchesnea indica
Fragaria vesca
Eriobotrya japonica
Rubus roseus
Physalis peruviana

Solanum melongena

“hierba buena”
“chochocon azul”
“chanhua”
“menta”

“linaza”

“lanche pequeifio y grande”

“huayaba”

“lanche dulce rumilanchi”

“fresa silvestre”
“fresa comun”
“nispero”

“zarza mora”
“tomatillo silvestre”

“berenjena”
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0.0192
0.0192
0.0384
0.0192
0.0192
0.0384
0.0192
0.0192
0.0192
0.0192
0.0192
0.0192
0.0192
0.0192

Tabla 4. Plantas de construccion, sumatoria de usos e indice de valor de uso en Berlin (Bagua Grande, Utcubamba,

Amazonas).

FAMILIA ESPECIE NOMBRE COMUN > USoS VU
BOMBACACEAE Ochroma pyramidale “arbol de linaza” 5 0.0961
CAPRIFOLIACEAE Sambucus peruviana “sauco” 1 0.0192
EUPHORBIACEAE Croton palanostigma “sangre de grado” 2 0.0384
FABACEAE Erythrina edulis “pajuro” 1 0.0192
JUGLANDACEAE Juglans neotropica “nogal” 4 0.0769
MYRSINACEAE Myrsine oligophylla “toche colorado” 1 0.0192
Mpyrsine manglilla “chachacora” 1 0.0192
MYRTACEAE Pisidium guajaba “huayaba” 1 0.0192
PODOCARPACEAE Podocarpus oleifolius “romerillo saucecillo” 1 0.0192
RUBIACEAE Guettarda sp. “cascarilla” 1 0.0192
Cinchona sp. “arbol de la quina” 1 0.0192

Tabla 5. Plantas con propiedades toxicas, sumatoria de usos e indice de valor de uso en Berlin (Bagua Grande,
Utcubamba, Amazonas).

FAMILIA ESPECIE NOMBRE COMUN > USOS VU
APIACEAE Foeniculum vulgare “hinojo” 1 0.0192
ASTERACEA Artemisia absinthium “ajenjo” 1 0.0192
Bidens pilosa “cadillo” 1 0.0192
Tagetes minuta “huacatay” 1 0.0192
Spilanthes leiocarpa “nelia” 1 0.0192
EUPHORBIACEAE Ricinus communis “higuerilla” 1 0.0192
RANUNCULACEAE  Ranunculus praemorsus “centella” 1 0.0192
RUBIACEAE Psychotria sp. “maciso” 1 0.0192




Tabla 6. Plantas usadas como combustible, sumatoria de usos e indice de valor de uso en Berlin (Bagua Grande,
Utcubamba, Amazonas).

FAMILIA ESPECIE NOMBRE COMUN > Usos IVU

FABACEAE Erythrina edulis “pajuro” 1 0.0192
MONIMIACEAE Siparuna suaveolens “anashquero” 1 0.0192
MYRTACEAE Pisidium guajaba “huayaba” 1 0.0192
STYRACACEAE Styrax sp. “palo blanco” 2 0.0384
THEACEAE Ternstroemia sp. “chachacoma” 1 0.0192

Tabla 7. Plantas usadas como forraje, sumatoria de usos ¢ indice de valor de uso en Berlin (Bagua Grande,
Utcubamba, Amazonas).

FAMILIA ESPECIE NOMBRE > USOS VU
COMUN
FABACEAE Trifolium repens “trébol blanco” 1 0.0192
Trifolium amabile “trébol rojo” 1 0.0192
POACEAE Paspalum racemosum “fiudillo” 1 0.0192
RUBIACEAE Richardia coldenioides “agachul” 3 0.0576

Tabla 8. Plantas con propiedades abortivas, sumatoria de usos e indice de valor de uso en Berlin (Bagua Grande,
Utcubamba, Amazonas).

FAMILIA ESPECIE NOMBRE COMUN > USOS IVU
ASTERACEA Artemisia absinthium “ajenjo” 1 0.0192
SOLANACEAE Nicotiana tabacum “tabaco” 1 0.0192

Tabla 9. Plantas ornamentales, sumatoria de usos e indice de valor de uso en Berlin (Bagua Grande, Utcubamba,

Amazonas).
FAMILIA ESPECIE NOMBRE > USOS IVU
COMUN

ASTERACEAE Dahlia pinnata “dalia” 1 0.0192

Tagetes erecta “achinga” 1 0.0192
CARYOPHYLLACEAE Dianthus caryophyllus “clavel” 1 0.0192
HYDRANGEACEAE Hydrangea macrophylla “hortensia” 1 0.0192
ROSACEAE Rosa canina “rosa” 1 0.0192




Tabla 10. Plantas usadas como biocidas, sumatoria de usos e indice de valor de uso en Berlin (Bagua Grande,
Utcubamba, Amazonas).

FAMILIA ESPECIE NOMBRE > VU
COMUN USOS
ASTERACEAE Tagetes minuta “huacatay” 2 0.0384
Ambrosia peruviana “marco, altamisa” 1 0.0192
CAPRIFOLIACEAE Sambucus peruviana “sauco” 1 0.0192
CHENOPODIACEAE Chenopodium ambrosiodes “paico” 1 0.0192
LAMIACEAE Minthostachys mollis “chanhua” 1 0.0192

Tabla 11. Plantas usadas con fines culturales, sumatoria de usos e indice de valor de uso en Berlin (Bagua Grande,
Utcubamba, Amazonas).

FAMILIA ESPECIE NOMBRE COMUN > USOS VU

ASTERACEAE Tagetes patula “rosa de muerto” 1 0.0192
VERBENACEAE  Verbena littoralis “verbena” 1 0.0192
RUBIACEAE Psychotria sp. “maciso” 1 0.0192
STYRACACEAE  Styrax sp. “palo blanco” 1 0.0192

Tabla 12. Plantas usadas como cerco, sumatoria de usos e indice de valor de uso en Berlin (Bagua Grande,
Utcubamba, Amazonas).

FAMILIA ESPECIE NOMBRE COMUN > USOS Ivu

BETULACEAE Alnus acuminata “aliso” 1 0.0192

Tabla 13. Plantas usadas como colorantes, sumatoria de usos e indice de valor de uso en Berlin (Bagua Grande,
Utcubamba, Amazonas).

FAMILIA ESPECIE NOMBRE COMUN > IVU
USOS

BETULACEAE Alnus acuminata “aliso” 2 0.0384

JUGLANDACEAE  Juglans neotropica “nogal” 3 0.0576

LYTHRACEAE Cuphea ciliata “hierba del toro” 1 0.0192

MYRTACEAE Pisidium guajaba “huayaba” 1 0.0192

Tabla 14. Plantas con usos especificos, sumatoria de usos e indice de valor de uso en Berlin (Bagua Grande,
Utcubamba, Amazonas).

FAMILIA ESPECIE NOMBRE > USOS VU
COMUN
APIACEAE Foeniculum vulgare “hinojo” 1 0.0192
ASTERACEAE Dabhlia pinnata “dalia” 1 0.0192
Achyrocline alata “ishpingo” 1 0.0192
ERICACEAE Gaultheria procumbens “pirgay” 1 0.0192

LAMIACEAE Mentha aquatica “menta” 1 0.0192




DISCUSION

En América Latina, donde gran parte de la poblacion no tiene acceso a un programa de salud primario y
medicinas sintéticas, el uso y comercio de plantas medicinales se ha incrementado por razones
econdmicas, sociales y culturales y el Pert posee una flora abundante en cuanto a recursos vegetales de
uso medicinal 8.1,

En cuanto a la etnoclasificacion de especies, se ha tenido en cuenta la elaborada por Cardenas et al.l3,
donde mencionan 13 categorias de uso, de las cuales la mejor representada fue la medicinal con 60
especies del total registrado, seguida por plantas alimenticias con 29 y 11 de uso para la construccion,
coincidiendo con las investigaciones efecuadas en: el Centro Poblado Llachén (Puno), donde se reportaron
122 especies agrupadas en 50 familias, de las cuales la categoria medicinal fue la mejor representada?’; la
comunidad campesina Santa Catalina de Chongoyape (Lambayeque), donde se registraron 10 categorias
de uso en etnobotanica, alimenticia con 38 especies tutiles y medicinal con 37¢; y en el centro poblado de
Huaylingas, donde se registraron 86 especies, 46 de ellas de uso medicinal2°.

En Ucayali, Pérez2! realizd una encuesta a 367 personas, quienes mencionaron 55 especies y Pamo!, en
su informe sobre las propiedades de las plantas en revistas médicas peruanas sefiala que, de 57 plantas
estudiadas, las mas investigadas fueron Lepidium sp. “maca”, Croton palanostigma “sangre de grado”,
Calophyllum brasiliense “lagarto caspi” y Smallanthus sonchifolius “yacon”, algunas de las cuales se
hallan en la zona de estudio para ser aprovechadas por los pobladores. Bussmann et al.22, por su lado,
documentaron las plantas medicinales populares y mas raras vendidos en los mercados de Trujillo y
Chiclayo, siendo las mas vendidas: Matricaria recutita “manzanilla”, Equisetum giganteum, Phyllanthus
urinaria, Phyllanthus stipulatus, Phyllanthus niruri “chanca piedra - interruptor de piedra”, Eucalyptus
globulus “eucalipto”, Piper aduncum, Uncaria tomentosa “uia de gato”, Rosmarinus officinalis “romero”,
Peumus boldus, Bixa orellana “achiote”. También estas estan presentes en la zona estudiada pendientes de
su comercializacion y uso.

En la presente investigacion, el hecho que representantes de la familia Asteraceae sea la mejor
representada (13 spp.), podria deberse a que posee una gran diversidad de especies y géneros en todo el
mundo, por su gran plasticidad genética, que logran adaptarse a la mayoria de los ambientes y a su facil
dispersion!®, lo que coincide con lo registrado en otros estudios etnobotdnicos realizados
previamente!7.20.23.24,

Del total de especies medicinales registradas, Arfemisia absinthium “ajenjo”, que pese a ser una especie
introducida, ha obtenido el mayor IVU, esto puede deberse a lo mencionado por Pardo & Goémez33,
quienes proponen que el uso puede depender de la facilidad con la que se obtienen estos recursos, también
se encontrd: Phyllanthus niruri “chancapiedra”, Pisidium guajaba “huayaba”, teniendo un indice de valor
de uso elevado. Las formas de uso mas frecuente son los cocimientos, las infusiones y empleo en modo
directo; para enfermedades como el higado, anemia, los calculos biliares, la diabetes, la gastritis,
descensos vaginales, problemas estomacales, para detener las diarreas de los niflos, contra las
enfermedades respiratorias (la tos, los bronquios), para regular el periodo de la mujer, entre otros.

Se destacan los altos valores de uso (IVU) alimenticias en Foeniculum vulgare “hinojo” y Colocasia
esculenta ‘pituca”; donde los frutos del hinojo sirven para aderesos de carnes y sopas, también se emplea
para bebidas en licorerias y la pituca se consume los tuberculos grandes como la papa y las hojas como
verdura. Resultados similares han sido propuestos previamente!7.20.23

El combustible es una de las mas grandes necesidades de la vida moderna, indispensable en el hogar y en
la industria como fuente de calor y energia. Para esto puede aprovecharse cualquier material que arda
facilmente, por lo que se usa una gran variedad de productos vegetales, dentro de los mas importantes
tenemos la madera que segun Hill (1965), el 99% de su masa es combustible cuando estd seca
completamente, por tanto deja una pequeiia cantidad de ceniza; asimismo, las maderas duras son las mas
estimadas como combustible. La especie Styrax sp. “palo blanco” ha obtenido el IVU mas alto por su
forma de uso mas frecuente, las ramas y hojas secas de arboles y arbustos para lefia o como incienzo. Se
registraron ademas Erythrina edulis “pajuro”, Siparuna suaveolens “afashquero” Pisidium guajaba
“huayaba”, Ternstroemia sp. “‘chachacoma”.



En lo referente a plantas usadas en construccidon se registraron 11 especies agrupadas, consideramos
especies que son usadas en la edificacion de viviendas (vigas, para techos, marcos de las ventanas y
puertas), entre ellas las de mayor IVU estan Ochroma pyramidale “arbol de linaza”, Juglans neotropica
“nogal”

En la categoria de plantas forrajeras tenemos 4 especies, 7rifolium repens “trebol blanco”, Trifolium
amabile “trebol rojo”, Paspalum racemosum “tudillo”, y Richardia coldenioides “agachul” que presenta el
IVU mas alto; el uso como forraje de estas especies es parte de un aprovechamiento ancestral y estan
dentro de los usos directos mas comunes. En el estudio realizado por Lerner et al.6 dentro de sus 10
categorias de uso, la de forraje es la que presenta mayor cantidad de especies.

Se registraron 8 especies toxicas para el ganado, todas con un mismo IVU; de ellas Ricinus communis
“higuerilla” en la ingesta de semillas provocan ardor en boca, garganta y estomago, sed, nausea, vomito,
gastroenteritis con sangre, diarrea violenta, sudoracion, dolor abdominal, vértigo, vision torpe, dafios en
higado y rifién, somnolencia, debilidad, espasmos tetanicos, convulsiones, muerte; tal como ha sido
descrito anteriormente?6.

Las especies biocidas son de mucha importancia para los pobladores de Berlin, utilizan algunas plantas
para el tratamiento de plagas y enfermedades de sus cultivos (son plantas para curar plantas); se
registraron 5 especies entre ellas 7agefes minuta “huacatay”, es la especie con el IVU mas alto. Podria
sefialarse que este grupo es uno de los menos estudiados, pero dado el lugar caluroso con abundancia de
mosquitos, requiere de estudios y promocion de uso.

El caserio de Berlin es un lugar donde atin se conservan las tradiciones y costumbres. Se registraron 4
especies todas con un mismo IVU, donde se incluyen plantas usadas en rituales realizados en fiestas
patronales, limpias, brujeria y demas tradiciones, donde las plantas juegan un papel muy importante. Cerro
& cols. (2000) mencionan plantas usadas para el tratamiento de trastornos culturales como el “susto”,
donde el espiritu de la persona abandona su cuerpo debido a una fuerte impresion de susto provocada,
generalmente en los nifios, por animales o personas, en este caso se hace referencia a especies como
Tagetes patula “rosa de muerto” Verbena littoralis “verbena” Psychotria sp. “maciso” Styrax sp. “palo
blanco”. Estas plantas son usadas en el centro poblado de Berlin en las limpias y contra los dafios.

En la categoria de plantas usadas como cerco, se registro la especie Alnus acuminata “aliso”, se utiliza
delimitando la chacras. En el estudio realizado por Schjellerup et al.!0, registran 19 especies, solo usadas
como cerco vivo donde menciona que las plantas espinosas, urticantes; resinosas, con ganchos y demas
sustancias irritantes son las usadas.

En la categoria de plantas usadas como colorantes se registraron 4 especies entre ellas el de mayor IVU
fué Juglans neotropica ‘“nogal”. Los tintes son obtenidos de raices, hojas, flores y frutos para tefiir la lana
de ganado ovino vy los tejidos. Tal como describe Cerro et al.2* de las diferentes especies de plantas y
arboles, existen algunos que poseen, propiedades tintoreas, es el caso del Juglans neotropica “nogal”,
Picramnia sellowii subsp. spruceana “ayapira”, Bocconia fiutescens “amaccari” y Vismia macrophylla
“lacre rojo” , que la poblacion utiliza para el tefiido de algodon y el pintado de algunas pequefias prendas
de vestir.

Se registraron plantas con usos especificos todas con un mismo IVU, incluimos a 5 especies entre ellas:
Foeniculum wvulgare ‘“hinojo”, Dahlia pinnata “dalia”, Achyrocline alata “ishpingo”, Gaultheria
procumben “pirgay”, Mentha aquatica “menta”, usadas para aromatizar el ambiente o como perfume. En
la categoria de plantas con propiedades abortivas encontramos a las especies Arfemisia absinthium
“ajenjo” y Nicotiana tabacum “tabaco” con un mismo IVU; estas plantas en infusiones o cocimientos en
altas concentraciones traen como consecuencia los abortos.

Por ultimo, en la categoria de plantas ornamentales se reportaron 5 especies todas con un mismo [VU,
que presentan estructuras peculiares o llamativas como las flores, en la mayoria de los casos las que
resultan atractivas a simple vista. Dentro de ellas se encontraron Dahlia pinnata “dalia”, Tagetes erecta
“achinga” Dianthus caryophyllus, “clavel”, Hydrangea macrophylia “hortensia”, Rosa canina “rosa”.

Los indices de valor de uso (IVU) y el valor de la sumatoria de usos de las especies, demuestran la
preferencia de los pobladores hacia las plantas de uso medicinal, debido a que no se encuentra un facil
acceso a los centros disponibles de atencion; es por ello que ellos tienen que recurrir a este tipo de
medicina tradicional.



CONCLUSIONES

o Se reportaron 38 familias con 77 especies, donde las familias con cuatro o mas especies son Asteracea,
Fabaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Solanaceae.

o Se consideran 13 categorias de uso: Las medicinales con 60 especies; 29 especies como alimenticias; 5
especies usadas para aromatizar el ambiente o como perfume; 8 especies toxicas para el ganado; 2
especies abortivas; 5 especies ornamentales; 5 especies como biocida; 4 especies como culturales; 1
especie para cerco; 4 especies se usan como colorantes; para construccion se utilizan 11 especies; 5
especies como combustible; y para forraje se usan 4 especies.

e Los mayores Indices de Valor de Uso (IVU) lo presentan: Arfemisia absinthium “ajenjo” (0.2115) en
plantas medicinales; Foeniculum vulgare “hinojo” (0.0576) Colocasia esculenta “pituca” (0.0576) en
plantas alimenticias; Ochroma pyramidale “arbol de linaza” (0.0961) plantas usadas para la
construccion; Styrax sp. “palo blanco” (0.0384) plantas usadas como combustible; Richardia
coldenioides “agachul” (0.0576) plantas usadas como forraje; 7agetes minuta ‘“huacatay” (0.0384)
plantas usadas como biocidas, Juglans neotropica “nogal” (0.0576) plantas usadas como colorantes en
el caserio Berlin.
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Crecimiento de goldish, Carassius auratus, y
lechuga, Lactuca sativa, en sistema acuaponico en

condiciones de invernadero.

Growth of Goldish, Carassius auratus, and lettuce, Lactuca sativa,
in an aquaponic system under greenhouse conditions.
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RESUMEN

Se evalu¢ el crecimiento de Carassius auratus “goldfish” y Lactuca sativa “lechuga” en sistema acuaponico grow
bed en 178 dias. Para el cultivo se utilizé una cubeta de 420 L, dos camas de 1m?2 con 20 cm de grava, dos bombas de
1200 L/h, un aireador de 4 L/min y dos sifones. Se emple6 70 ejemplares de C. auratus, alimentados tres veces al dia
con Truchina al 42%, con una tasa de alimentacion del 5%; asimismo para los tres experimentos de L. sativa se
emplearon densidades de 12, 15 y 18 lechugas/m? respectivamente. Quincenalmente se registraron datos de peso y
longitud para los peces y de las lechugas. Se colecté informacién diaria de temperatura ambiente y del agua,
semanalmente se midié el pH, nitritos, nitratos, amonio-amoniaco y dureza de carbonatos. Ademas la tasa de
crecimiento absoluto y relativo (TCA y TCR) fue de 4,95 gy 6,54 cm en los goldfish y para las lechugas, los pesos
en el primer experimento fue 62,09 y 63,34 g, el segundo experimento con 94,88 y 110,44 g y el tercer experimento
fue 92,96 y 102,46 g. El crecimiento de los peces fue lento, esto posiblemente a la influencia de la temperatura
ambiente y al pH; para L. sativa, el mayor crecimiento se obtuvo en la segunda cosecha. Sin embargo, con el analisis
de varianza (ANAVA) no se encontré diferencias en el crecimiento en las camas de las lechugas.

Palabras clave: Crecimiento, Carassius auratus, Lactuca sativa, sistema acuapoOnico.
ABSTRACT

The growth of Carassius auratus "goldfish" and Lactuca sativa "lettuce" in grow bed aquaponic system was
evaluated in 178 days. For the culture was used one tray of 420 L, two beds of 1m? with 20 cm of gravel, two bombs
of 1200 L/h, one aerator of 4L/min and two siphons. Were employed 70 specimens of C. auratus, fed three times a
day with Truchina to 42%, with a feed rate of 5%. Also for the three experiments of L. sativa was used, densities of
12, 15 and 18 lettuces/m? respectively. Every 15 days registered information of weight and length for the fishes and
the lettuces. Was collected daily information of temperature ambient and of the water, weekly was measured pH,
nitrite, nitrate, ammonia-ammonium and carbonate hardness. Also the growth rate absolute and relative (TCA and
TCR). The growth was of 4.95 g and a length of 6.54 cm for goldfish and for the lettuces, the weights in the first
experiment was 62.09 and 63.34 g, the second experiment with 94.88 and 110.44 g and the third experiment was
92.96 and 102.46 g. The growth of the fishes was slow, this possibly to the influence of the ambient temperature and
the pH; for the plants, the major growth was in the second experiment. However, the analysis of variance (ANOVA)
wasn't found difference in the growth in the beds of lettuces.

Keyword: Growth, Carassius auratus, Lactuca sativa, aquaponic system.



INTRODUCCION

Definida como la combinacion de un sistema recirculante de acuicultura con la técnica de hidroponia, la
acuaponia se utiliza como una fuente de produccion de alimentos que incluye la incorporacion de peces,
plantas y bacterias -organismos de ambientes distintos que nunca se han combinado en un ambiente
natural- en un medio en donde pueden cohabitar a través de un proceso simbidtico: se favorece el interés
productivo peces-plantas!-2.

En la acuaponia las raices de las plantas y la rizobacterias remueven nutrientes del agua a partir de
deshechos generados por las heces de los peces, algas y la descomposicion de los alimentos: son
contaminantes que podrian alcanzar niveles tdxicos para los peces, pero dentro de este sistema sirven
como fertilizantes para el crecimiento de las plantas; a su vez, las camas hidroponicas funcionan como un
biofiltro que mejora la calidad del agua en los tanques de los peces3.

En efecto, los desechos organicos son convertidos, a través de la accion bacteriana, en nitratos que sirven
como fuente de alimento para plantas; éstas al asimilar los nitratos, limpian el agua para los peces
actuando como filtro biologico; es decir, ya no aparecen amonia y nitritos, que son compuestos
nitrogenados que en anaerobiosis pueden dar lugar a la formacion de metano y sulfuro de hidrégeno,
gases altamente toxicos para los peces!#5

Los sistemas acuapdnicos se disefian como formatos denominados: growing power model, el raft system
o cama flotante, NFT system o sistema de pelicula fina y el grow bed; de ellos, este ultimo presenta
tanques de peces y una o mas camas de plantas que utilizan como sustrato piedras, arcilla expandida, roca
volcénica o perlitas y elimina el uso de biofiltros®. Estos sistemas poseen variaciones y niveles de
tecnificacion dependiendo de las necesidades para las cuales haya sido establecido; asimismo, hay gran
variedad de plantas y organismos acudticos que pueden ser cultivados en este sistema, dentro de los que
destacan la tilapia, Oreochromis spp., como especie destinada a la alimentaciéon y el pez ornamental
goldfish, Carassius sp.”.

C. auratus es un pez altamente tolerante a diversas condiciones ambientales; por ejemplo: (i) pH entre
6,8 y 7,6, (ii) temperatura entre los 20 y 30°C y (iii) concentracion de O, mayor a 4 ppm, de amonio
menor a 2 mg/l, de nitrito de 1 mg/l y de nitrato, hasta de 100 mg/L; al mismo tiempo, esta especie tiene
un gran valor comercial y los importes por exportacion superan el millon de dolaress®.10.11.12

Por su parte, la seleccion de los vegetales estd directamente relacionada con la densidad de peces y la
concentracion de nutrientes de los efluentes acuicolas: mas de 30 especies de vegetales, dentro de ellas la
lechuga (Lactuca sativa) han sido cultivadas en sistemas integrados con bases experimentales!>. La
lechuga es una hortaliza de ciclo corto, (alrededor de 45 dias luego de trasplante), con rangos de
temperatura de 15 °C y 18° C, con temperatura maximas de 21°C - 24 °C y minima de 7° C, ligeramente
tolerante a la acidez, con un pH de 6,8 a 6,0, utiliza cantidades de nitrato considerables (100mg/1) ya que
su interés comercial esta enfocado en la produccion de follaje!4.

El sistema acuaponico grow bed es economico y versatil debido a que emplea materiales de facil
obtenciéon y manipulacion, con el fin de ser incorporados por familias que estén interesadas en
implementar la acuicultura urbana. Prueba de ello son los trabajos realizados por Ramirez et al.1s (C.
auratus - L. sativa), Ramirez!¢ y Riafo!? (C. carpio - O. vulgare) cuyas unidades experimentales fueron
pequefias (150 L).

Con estos antecedentes se disefio una investigacion que estuvo dirigida a evaluar el crecimiento de C.
auratus “goldfish” y la ganacia de peso de L. sativa “lechuga” en un sistema acuaponico tipo grow bed en
condiciones de invernadero con relacién a los parametros: fisicoquimicos, de calidad de agua y
productivos.



MATERIAL Y METODOS

Se acondiciond el area de estudio para el cultivo acuapdnico, en un invernadero urbano ubicado,
geograficamente a los 8° 5'45,42" S y 79° 0'23,77"0 en el distrito de Trujillo, la Libertad (Peru). El
invernadero empleado fue de 1,93 x 2,45 x 2,15 m, el cual se construyo, usando malla sombreadora con
30% color blanco.

El sistema acuaponico

Estuvo constituido por cinco componentes: Cubeta de peces, camas de cultivo, bombas sumergibles,
aireador y dos sifones. La cubeta de peces constd de un recipiente rectangular de 460 L de capacidad (173
x 60 y 45 cm), forrado con plastico negro de 5 mm de @, con un volumen de 420 L de agua declorada.
Esta cubeta contenia dos bombas sumergibles marca SOBO modelo WP-3500 de 1200 L/h de capacidad;
éstas mediante un ramal de tubos de PVC de 5/8” @, condujeron el agua a las camas de cultivo. Se
acondicionaron llaves de control de agua en las camas de cultivo para asi graduar el volumen de agua
necesario. A la cubeta también se le acondiciond un aireador de dos salidas marca ALEAS modelo AP-
3500 de 4 L/min.

Las camas de cultivo estuvieron constituidas por cajones de madera de un area de 2,4 m2, las que fueron
forradas con plastico negro de 5 mm de @ y llenadas con 20 cm de grava, previamente lavadas con agua
dulce y dejando secar hasta su incorporaciéon. Dentro estas camas, se incluyd un sifon de doble caiio, el
cual presentaba perlon para capturar solidos. La tuberia de PVC que se colocd en las camas de cultivo al
igual que en el tanque de peces, no fueron pegadas, es decir todas las piezas colocadas en el sistemas
estuvieron ensambladas uUnicamente a presion y con cinta tefléon, esto con la finalidad de dar
mantenimiento al sistema de riego, lo cual se realiz6 una vez cada mes.

Condiciones experimentales

Se trabajo con 70 ejemplares de C. auratus “goldfish” de dos meses de edad, previamente aclimatados;
fueron alimentados con Truchina al 42%, tres veces al dia (8:00 am, 12:00 pm y 4:00 pm). Se utilizé una
tasa de alimentacion del 5 % para C. auratus. Quincenalmente se realizaron muestreos de peso y longitud,
siendo registrados en una ficha y usando un carcal para su captura. Se empled una balanza digital
CAMRY de 0,02 g de sensibilidad para la toma del peso y en cuanto a la toma de la longitud se us6 un
ictiometro de 30 cm. Se evaluaron tres cosechas de L. safiva “lechuga”, a densidades de 12, 15 y 18
plantas; previamente fueron sembradas en depdsitos de plasticos de 25 x 12 c¢m, usando tierra y arenilla.
Luego de cinco dias, pasaron a un deposito de 80 x 50 cm, sembrandose a una distancia de 5 cm.

Finalmente, cuando las lechugas alcanzaron una longitud de 5 a 7 cm de raiz, se colocaron en las camas,
cada 7 cm y luego de una semana en que los peces estuvieron en la cubeta para permitir el flujo de
nutrientes y que el nivel de amonio se incremente a 50 mg/l. Se realizé muestreos quincenales del peso de
las plantulas.

Parametros productivos de peces y plantulas

Se determin las tasas de crecimiento absoluto (TCA) y relativo (TCR), para lo cual se usoé las siguientes
formulas!s:

Tasa de crecimiento absoluto:

TCA = (peso final — peso inicial) / tiempo final — tiempo inicial
Tasa de crecimiento relativo:
TCR = (Ln peso final — Ln peso inicial) / tiempo final — tiempo inicial

Donde: Ln = Logaritmo natural



Parametros de calidad del agua
Se registrd diariamente datos de temperatura ambiente y temperatura del agua (8:00 am, 12:00 pm y 4:00
pm) usando un termoémetro de 1°C de sensibilidad; asimismo semanalmente se tomd informacion
referente a pH empleandose un pHmetro marca WATERPROOF. También se realizaron muestreos
semanalmente de amonio (NH4) y amoniaco (NH3) siendo este ultimo obtenido segtin los valores del NHy
y del pH; nitritos (NO>), nitratos (NO3) y dureza de carbonatos (KH), a través de kits comerciales SERA.
El procedimiento del Test NH3 - NHy fue el siguiente:
o Aclarar la cubeta varias veces con el agua que se vaya a analizar. Llenar hasta la marca de 10 ml (agua dulce) o
hasta los 5 ml (agua salada). Secar la cubeta por la parte exterior.
¢ Afiadir 6 gotas del reactivo 1 y mover la cubeta hasta que el liquido se haya disuelto bien.
e Anadir 6 gotas del reactivo 2 y mover la cubeta del mismo modo.
e Afadir 6 gotas del reactivo 3 y volver a mover la cubeta.
e Transcurridos 5 minutos, comparar los colores. Para esto, colocar el recipiente sobre la escala y con la luz del dia,
pero sin incidencia directa de los rayos solares, observar el liquido desde arriba.
¢ Consultar la tabla adyacente, determinar el contenido de amoniaco a partir de la concentracion media del amonio
y del pH.
e Limpiar antes y después de cada analisis, lavar bien la cubeta con agua de grifo.
El procedimiento del test NO, fue el siguiente:
e Aclarar la cubeta varias veces con el agua a comprobar y llenar hasta la marca de 5 ml. Secar la cubeta por la
parte exterior.
¢ Afiadir 5 gotas del reactivo 1 y 5 gotas del reactivo 2.
o Agitar la cubeta ligeramente hasta que el liquido esté bien repartido.
e Al cabo de 5 minutos comparar los colores. Para ello, colocar la cubeta sobre la escala y observar desde arriba
con luz diurna y sin luz solar directa.
e Limpiar antes y después de cada test la cubeta, a fondo con agua de grifo.
e El procedimiento del test NOj3 fue el siguiente:
e Aclarar la cubeta varias veces con el agua a comprobar y llenar hasta la marca de 10 ml. Secar la cubeta por la
parte exterior.
o Aplicar 6 gotas del reactivo 1 y agitar la cubeta ligeramente hasta que el liquido este bien repartido.
o Aplicar 6 gotas del reactivo 2 y agitar la cubeta ligeramente hasta que el liquido este bien repartido.
e Usar la cuchara dosificadora (roja), anadir a la cubeta una cucharada rasa del reactivo 3.
e Cerrar la cubeta con la tapa y agitar con fuerza exactamente durante 15 segundos.
e Abrir la cubeta y afiadir 6 gotas del reactivo 4. Agitar la cubeta ligeramente hasta que el liquido este bien
distribuido.
e Al cabo de 5 minutos comparar los colores. Para ello, colocar la cubeta sobre la escala. Observar desde arriba con
luz diurna y sin luz solar directa.
o Limpiar antes y después de cada test, la cubeta y la tapa a fondo con agua de grifo.
EL procedimiento para KH fue el siguiente:
e Enjuagar varias veces la cubeta con el agua que se va a comprobar y llenar hasta la marca de 5 ml. Secar la
cubeta por fuera.
o Afiadir el reactivo gota a gota. Agitar después de cada gota, hasta que el color cambie de azul, verde y luego a
amarillo.
¢ El nimero de gotas empleados corresponde a la dureza de carbonatos que haya; lavar la cubeta con agua de grifo.
Asimismo se realizd un balance de masas del sistema acuaponico grow bed con la finalidad de ver si el
flujo utilizado sirvid para remover las sustancias toxicas.
Analisis de datos
Una vez que se recopil6 la informacion (peso y longitud) en fichas, estas fueron introducidas en una hoja
electronica en el programa Microsoft Excel 2010. Con ello se realizaron analisis de varianza con el fin de
determinar diferencias significativas en el crecimiento de Lactuca sativa “lechuga” en el sistema grow
bed.



RESULTADOS

El peso inicial promedio de C. auratus fue de 2,53 g y a los 178 dias de crianza de 4,95 g (Fig. 1).
Asimismo, la longitud promedio inicial fue de 4,42 cm promedio y la final de 6,54 cm (Fig. 2). Se obtuvo

mayor crecimiento a partir de septiembre.
Con respecto a las plantulas de lechuga, las del primer experimento (12 plantulas por cama, en un tiempo
de dos meses y medio) alcanzaron un peso promedio de 62,09 g en la primera cama y 63,34 g en la

segunda cama (Fig. 3).
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Fig. 1. Peso promedio (g) quincenal de Carassius auratus “goldfish” en sistema acuaponico grow bed ( <>).
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Fig. 2. Longitud promedio (cm) quincenal de Carassius auratus “goldfish” en sistema acuaponico grow bed (<>).
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Fig. 3. Peso promedio (g) de Lactuca sativaa una densidad de 12 plantas por cama (Cama 1:<> , Cama 27 ).



El segundo experimento estuvo conformado por 15 plantulas por cama, en promedio de un tiempo de
dos meses, en donde las plantulas de la primera cama obtuvieron un peso 94,88 g y la segunda cama de
110,44 g (Fig. 4).
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Fig. 4. Peso promedio (g) de Lactuca sativaa una densidad de 15 plantas por cama (Cama 1: <>, Cama 2: £ ).

El tercer experimento estuvo comprendido por 18 plantulas por cama, en un tiempo de dos meses, en
donde las plantulas de la primera cama obtuvieron un peso promedio de 92,96 g y la segunda cama de
102,46 g promedio. El crecimiento de las plantulas de la tercera cosecha tuvo el mismo tiempo y valores
similares que la segunda cosecha (Fig. 5).

Teniendo en cuenta los parametros productivos, para los peces, la tasa de crecimiento absoluto (TCA)
fue de 0,014 g/dia, mientras que la tasa de crecimiento relativo fue de 0,004 %/dia. Asimismo se muestra
que las tasas de crecimiento absoluto y relativo durante los tres experimentos para las lechugas, fue mayor
en la cama 2 (Tabla 1).
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Fig. 5. Peso promedio (g) de Lactuca sativaa una densidad de 18 plantas por cama (Cama 1: ¢, Cama 2: 0.



Tabla 1. Parametros productivos para Lactuca sativa “lechuga” en sistema acuaponico.(El analisis de varianza de
una via (ANAVA) no mostr6 diferencias significativas (p>0,05) entre las réplicas o camas de cultivo

Plantas Cama 1 Cama 2
TCA (g/dia) TCR (%l/dia) TCA (g/dia) | TCR (%l/dia)
Experimento 1 0,81 0,045 0,83 0,047
Experimento 2 1,58 0,068 1,84 0,069
Experimento 3 1,55 0,068 1,71 0,071

En el sistema acuapoénico grow bed, las lechugas ubicadas en las camas de cultivo fueron ingresadas
cuando estas tenian de 5-7 cm de raiz y se trabajaron a densidades de 12, 15 y 18 lechugas/m?; cuando
estas tenian un mes de cultivo podemos notar que el crecimiento no era atin notable, indicando que atn se
encontraban adaptandose al sistema. A los dos meses de cultivo, se aprecia que las lechugas ya
presentaban en su mayoria, 8 hojas frondosas; las cosechas se realizaron en un tiempo de 2 a 2 meses y
medio, y teniendo en cuenta factores, como que el tallo en las lechugas presentara un diametro de 2 cm, y
al area folear tuviera de 10 a mas hojas frondosas (Fig. 6).

Con relacion a los parametros fisicoquimicos durante la investigacion, los valores de temperatura
ambiente oscilaron entre 18 a 24 °C y temperatura del agua presento valores de 16 a 23 °C, siendo los
meses de junio a agosto, los meses mas frios e influyentes en el crecimiento (Fig. 7).

Los valores de pH presentaron oscilaciones, pero por lo general fue de 7,8 a diferencia de las dos
primeras semanas, en que tuvieron valores de 7,4 y 7,6 y a la presencia de picos de 8 en los meses de
mayo, julio y octubre. (Fig. 8).

En cuanto a los parametros de calidad de agua, no se presencio valores de nitritos (NO>) a excepcion de
la primera semana (0,5 mg/1).

Asimismo los valores de nitrato (NO3) fueron de 53 mg/, excepto en el primer muestreo (25 mg/l) y
habiéndose producido picos de 80 mg/l en los meses de mayo, julio, septiembre y noviembre (Fig. 8)
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Fig. 6. Variacion quincenal de la temperatura ambiental (°C) (<) y la temperatura del agua (°C) (<) en el
crecimiento de C.arassius auratusy Lactuca sativa.
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Fig. 7. Variacion semanal del pH en la crianza de goldfish, Carassius auratus, 'y lechuga, Lactuca sativa ( <).

85 +
75 -
65 -
§055 .
545 .
o35 -
z25 .

HEEEE R RERREE EEEREEREEREEEE

S|ISIR[&a|e YN SI8|3NKSH |~ ——=~3|B|A

1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 |10|11|12|13|14|15|16|17|18|19|20|21|22|23|24|25|26|27|28|

Muestreos

Fig. 8. Cinética semanal del nitrato (NOs) en sistema acuapénico (<)

No se presentaron valores de amonio (NH4) y amoniaco (NH3), excepto en la primera semana de
muestreo (0,5 y 0,009 mg/l respectivamente). Los valores de dureza de carbonatos (KH) fueron de 4 dkh
promedio (70 mg/1), teniendo el mayor descenso en el mes de octubre (Fig. 9).

El balance de masas indica que el flujo empleado logré remover las sustancias toxicas presentes al inicio
del cultivo como el amoniaco y nitritos, posteriormente estas desaparecieron con el paso de los dias. En el
caso de la dureza de carbonatos, estd fue menor al final del cultivo; el amonio y nitratos, ambos
beneficiosos para las plantas, en el caso del primero, desaparecid, mientras que el nitrato presento valores
optimos (Fig. 10).



5 4
4.5 -
4 -
%3.5—
z 3]
X5 -
2
> > > > c clc|lc|5|5(5(5/9/0/0/o0jo0aaoo a2y BB 222
HHEEREEEREEREE R RGN
S|5[% | 8| RIR[C7| 7 V88|18’ (8|S|8|RIR|S 5|1 5|84
1/2/3|4|5|6|7|8|9|10(11|12|13|14|15|16|17|18|19|20|21|22|23|24|25|26|27|28

Muestreos

Fig. 9. Cinética semanal de la dureza de carbonato (KH) en sistema acuapénico  ( o ).

.
| C1: Concentracién inicial !
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DISCUSION

El crecimiento de C. auratus “goldfish” fue relativamente lento, con valores de 4,95 g y 6,54 cm
promedio, comparado con el crecimiento que presenta en un cultivo tradicional, siendode 5 -8 gy 7 -9
cm, en el mismo tiempo al que se desarrolld el cultivo. Sin embargo, en un sistema grow bed, el
crecimiento presentado, registra valores relativamente similares, como los de Ramirez et al.!® empleando
dos replicas con 80 ejemplares cada uno (4y 7 g, 6,9 y 8,8 cm). Asimismo, se obtuvieron valores de 5,81,
6,35y 8,88 gy 5,34, 6,16 y 5,81 cm de longitud estandar usando tres experimentos con dos réplicas y 330
ejemplares?0,

Este menor crecimiento se evidencid con los parametros productivos de las tasas de crecimiento absoluto
y relativo (TCA y TCR) que tuvieron valores de 0,014 g/ dia y 0,004 %/dia, lo cual coincide con Ramirez
et al. (2009) con una TCA de 0,014 y 0,024 g/dia y un TCR de 0,004 y 0,005 %/dia, mientras que
Martinez et al.!l, tuvieron valores aiin menores, con una TCA de 0,008 y 0,012 g/dia y una TCR de 0,003
%/dia. Esto pudo estar relacionado al efecto sinérgico de varios factores como los parametros
fisicoquimicos, calidad del agua y la edad de los peces.

Los niveles de pH se mantuvieron dentro de los parametros tolerables (6,0 - 7,8 para C. auratus)!'?, el
cual dentro del estudio fue de 7,8 promedio, estos resultados difieren de los obtenidos por Skomall?!
indicando un pH entre 6,5 a 8,5. Asimismo, se ha indicado que los niveles de tolerancia de pH para los
peces son de 4,5 a 10,5, siendo una preferencia por los niveles de pH entre 5,5 y 7,0m y que sefiala que
para los peces, el pH adecuado es de 6,5 - 7,022.23,

Valores 6ptimos de pH son importantes para mantener un adecuado metabolismo de los peces, los
valores bajos de pH causan estrés, variacion en niveles de dureza del agua y el apetito disminuye. Cuando
este es basico, se produce una rapida transformacion del amonio presente en el agua en amoniaco
provocando asfixia en los peces. Se sabe que el pH incide significativamente en el comportamiento de las
colonias bacterianas responsables de los procesos de nitrificacion24.

Durante la nitrificacion, no se detect6 amoniaco (NH3) y amonio (NH4), pero se puede decir que su
produccion se comport6 de acuerdo a lo descrito previamente?224, comenzando con una alta concentracion
y disminuyendo con el tiempo, a medida que ocurria el proceso de transformacion bacteriana. Los niveles
altos de pH pueden haber influido en la ausencia de picos de amonio, ya que en esas condiciones las
bacterias cumplen adecuadamente su funcion nitrificante; en el agua, el amonio se encuentra en dos
formas: una no-ionizada denominada amoniaco (NH3) que es altamente toxica para los peces y una
ionizada llamada amonio (NH4) que es menos toxica llamandose ambas amonio total (TAN) estando
sujeto su equilibrio al pH y la temperatura, presentando mas toxicidad la forma no ionizada (NH3): no se
encuentran bien definidos los efectos sub-letales del amoniaco; concentraciones bajas desde 0,02 a 0,07
mg/l han demostrado reducir el crecimiento y provocar dafios en los tejidos branquiales en especies de
aguas calidas25:26,

Oncorhynchus mykiss “trucha arcoiris”, sdlo puede tolerar pequefias concentraciones de este gas (de
0,03 a 0,05 mg/l de NH3); ésta concentracion por varios dias, puede ocasionar dafios severos y aun la
muerte de los organismos; asimismo, Oreochromis niloticus ‘tilapia del Nilo”, puede tolerar niveles que
van desde 1,1 a 4,1 mg/l de NH3 durante largos periodos de tiempo (hasta 96 horas), mostrando una
mortalidad del 50%; en esta especie también se ha encontrado que la sensibilidad varia de acuerdo al
tamario de los peces y a la temperatura del agua?’.

No se detecté valores de nitritos durante la investigacion, indicando que en el sistema empleado se
producia la conversion nitritos - nitratos. Sin embargo, Smartt y Bundell!2 reportan para C. auratus niveles
adecuados de 0 a 0,8 mg/l. Estos niveles permiten un mejor comportamiento en la cinética del crecimiento
en términos de peso y longitud de C. auratus. Sin embargo, se ha sefialado que concentraciones de 0,5
mg/l son estresantes para el channel catfish (/ctalurus puntactus), mientras que concentraciones de 5 mg/1
parecen causar un ligero estrés en el caso de la tilapia2¢,

Las concentraciones altas de nitritos se pueden observar cuando el sistema se estd estabilizando
(primeras semanas), después de esto las condiciones bioldgicas del sistema permiten regular los niveles de



nitritos, pero, el exceso de nitritos es un problema importante en los sistemas de recirculacion debido a
que estos se fijan en las moléculas de hemoglobina de los peces inhibiendo el transporte de oxigeno en la
sangre. Se considera que una concentracion superior a 0,3 mg/ 1 puede ser perjudicial para los peces2s.

Buttner?® manifiesta que el nitrato en un sistema parte de una cantidad nula y con el paso del tiempo se
va acumulando hasta obtener una concentracion constante. Esto permite afirmar que las bacterias
trabajaron correctamente en ese proceso bioquimico. Adicionalmente sugiere que las plantas estan
utilizando dicho nitrato, pues el nivel no se incrementé mas de 80 mg/1.

La dureza de carbonatos present6 valores de 4 dH (70 mg/l) promedio, siendo similares a los registrados
previamente3, concentraciones entre 0 y 7 dH para Piaractus mesopotamicus, mientras para los goldfish
debe tener un KH de 5 a 10 dH, permitiendo que se mantenga estable el pH. Se ha indicado que la
regulacion de los valores de KH depende en gran medida de las variaciones del pH y el CO; presentes en
el agua y se puede controlar con recambios de agua si los valores son muy altos (200 a 400 ppm) o con
adicion de sales si los niveles son muy bajos3!.

Con relaciéon a la temperatura ambiente presentd valores de 20,60 °C promedio, mientras que la
temperatura del agua fue de 19,74°C promedio, siendo ésta ultima diferente a los mencionado Ikenoue y
Kafuku3? ya que indican que los goldfish soportan temperaturas de 0 a 35°C, siendo su Optimo de
crecimiento a 20 - 28 °C; este hecho puede explicar en parte el bajo crecimiento en peso y longitud
registrado por los peces, al disminuir el metabolismo.el efecto de la temperatura en el crecimiento de
peces ha sido ampliamente documentado; Fonds et al.33 para Paralichthys olivaceus, demuestra que la
temperatura del agua afecta la temperatura corporal, la ingesta de alimento, la tasa de crecimiento y el
factor de conversion alimenticia entre otros procesos fisiologicos del organismo.

Debido a los escasos estudios cientificos para el cultivo acuaponico de goldfish y lechuga, fue dificil
tener conocimientos sobre los pardmetros productivos; sin embargo, en la investigacion la TCA y TCR
para las lechugas fue mayor en la segunda cosecha (1,58 y 1,84 g/dia; 0,068 y 0,069 %/dia para ambas
camas) asimismo se obtuvo el mayor crecimiento en peso registrandose valores de 94,88 g para la primer
cama y la segunda cama de 110,44 g. Estos valores son diferentes a los expuestos por Cifuentes y Torres20
empleando orégano (0,53 g/dia méximo y 0,032 %/dia respectivamente) al igual que Riafio!7. Aunque al
realizar el andlisis de varianza (ANAVA), reflejé que no existieron diferencias significativas entre las
camas de cultivo durante los tres experimentos, unicamente hubo diferencia pero entre los pesos
presentados por las lechugas.

Si bien es cierto, las lechugas acuapénicas tuvieron un crecimiento menor a las lechugas hidropodnicas,
sin embargo, estas crecieron mejor que lechugas cultivadas en suelo: pesos de 92,08 gy 199.8 g en 72 dias
en variedad Batavia; ademasen el cultivo con sustrato se puede realizar siete ciclos de cultivo comparado
con el cultivo en suelo donde se puede hacer solo cinco ciclos, siendo algunos seguidos34. Cabe recalcar
que las condiciones ambientales y la maduracion del sistema, influenci6 en obtener un mejor crecimiento
para las lechugas.

Asimismo este crecimiento probablemente estuvo afectado por la disponibilidad de nutrientes y su
interaccion con el pH. En los sistemas acuapdnicos se recomienda mantener el pH entre 6,5 - 7,0, puesto
que los requerimientos de los tres organismos son diferentes (peces, plantas y bacterias) y deben ser
balanceados. Para los peces el pH adecuado es de 6,0 - 7,5, mientras que para las plantas es de 6,5 - 7,0 y
para las bacterias es de 7,0 - 9,0. Cabe aclarar que estos valores pueden variar de acuerdo a las especies
trabajadas afectando el comportamiento del sistema’.

El pH es un parametro de calidad de agua determinante para la absorcion de varios nutrientes por parte
de las planta, el 6ptimo rango de pH donde se obtiene la mayor absorcion de los macronutrientes N, Py K
ocurre entre 5 a 6 y para sistemas hidroponicos entre 5,5 a 6,52. Por lo anterior se puede inferir que los
sistemas acuapdnicos no estuvieron entre los rangos recomendados para permitir la mayor absorcion de
nutrientes.

Con respecto al disefio del sistema, este se hizo de acuerdo al estudio de Ramirez et al.!® empleando una
densidad de 80 peces en 480 L, mediante un sistema de balsas flotantes; por lo que en el presente estudio
se empled una densidad de 70 peces en 420 L, con la diferencia que se utiliz6 camas de cultivo con
sustrato (grava) como biofiltro. Cifuentes y Torres2? en su investigacion emplearon 330 peces goldfish en
1000 L, lo que indica una menor cantidad de litros de agua por cada pez y usando camas flotantes.



En cuanto a la proporcion de las lechugas en el sistema acuapodnico, fue de 12 lechugas en el primer
experimento, 15 y 18 por m? respectivamente, empleando sustrato (grava), lo cual difiere del trabajo
previo!® que trabajaron en sistema de balsas flotantes, usando 2 laminas de icopor de 70 x 58 x 2 cm a la
cual se le realizaron 16 agujeros, a una distancia de 15 cm entre cada uno.

Segun lo reportado por Rakocy? los nutrientes necesarios para la produccion de Oreochromis niloticus —
L. sativa/m? son suministrados con 60 g de alimento ofrecido para vegetales sin fruto en sistemas de cama
flotante, la Universidad de Hawai’i (2004) proporciona de 15 a 40 g de alimento diario para la relacion
entre estos dos organismos, mientras que en Endut et al.35 reportan de 15 - 42 g de concentrado para
sistemas de C. gariepinus - L. sativa. Esto depende de las densidades empleadas en el estudio asi como del
tipo de alimento suministrado, pero principalmente de la especie a investigar.

CONCLUSIONES

o El crecimiento de C. auratus en sistema acuapodnico grow bed fue de 4,95 g y 6,54 cm. Asimismo el
crecimiento de L. sativa a una densidad de 12 lechugas/m? fue de 62,09 gy 63,34 g, a una densidad de
15 lechugas/m2, 94, 88 g y 110,44 gy de 92,96 gy 102,46 g a una densidad de 18 lechugas/m2.

¢ En cuanto a los parametros productivos para los peces, fueron de 0,014 g/dia y 0,004 % /dia y con
respecto a las lechugas, las TCA y TCR ligeramente mayor para la cama 2 de cultivo en los tres
experimentos (0,83, 1,84 y 1,71 g/dia y 0,047, 0,069 y 0,071 %/dia respectivamente) a diferencia de la
cama 1 de cultivo (0,81, 1,58 y 1,55 g/dia 'y 0,045, 0,068 %/dia).

e La temperatura ambiente y del agua fue menor a las requeridas por los goldfish a diferencia de las
lechugas. Del mismo modo, no se detectd presencia de amonio, amoniaco y nitritos, sin embargo, los
valores de dureza de carbonato fueron menores a los requeridos. Los valores de nitrato se encontraron
dentro de los 6ptimos para el cultivo.
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